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Sammendrag LC-­‐MS-­‐teknologien	  har	  enda	  ikke	  utviklet	  seg	  nok	  til	  å	  kunne	  detektere	  intakte	  proteiner	  og	  deres	  postranslationelle	  modifikasjoner	  (PTM),	  fra	  biologiske	  matrikser	  uten	  prøveopparbeidelse.	  Derfor	  benyttes	  fortsatt	  prøveopparbeidelsesmetoder,	  som	  bottom-­‐up	  proteomikk,	  hvor	  proteiner	  blir	  klippet	  opp	  til	  mindre	  peptider	  forut	  for	  analyse.	  Denne	  strategien	  gir	  ofte	  god	  identifisering	  av	  proteiner	  uten	  PTM,	  men	  mindre	  god	  når	  proteinene	  er	  modifiserte,	  som	  blant	  annet	  kan	  skyldes	  variabilitet	  i	  polaritet	  og	  masse.	  I	  oppgaven	  ble	  det	  fokusert	  på	  N-­‐glykosylering	  som	  PTM.	  Prinsippet	  var	  å	  se	  hvorvidt	  en	  enzymatisk	  fjerning	  av	  N-­‐glykaner,	  ved	  hjelp	  av	  amidasen	  PNGase	  F,	  forut	  for	  proteolyse	  av	  proteinene,	  kan	  bidra	  til	  å	  gi	  høyere	  proteininformasjon	  av	  N-­‐glykosylerte	  proteiner.	  Til	  proteolyse	  ble	  trypsin	  benyttet	  og	  som	  markørprotein	  ble	  glykoproteinet	  Fetuin	  A	  benyttet.	  	  Først	  ble	  Fetuin	  A	  i	  løsning,	  behandlet	  med	  PNGase	  F,	  for	  å	  måle	  deglykosylerings-­‐effekten	  av	  enzymet.	  Deretter	  ble	  urinprøver	  spiket	  med	  Fetuin	  A	  prøveopparbeidet.	  Dette	  for	  å	  avdekke	  om	  prøvemediumet	  og	  prøveopparbeidelsesmetoden	  påvirket	  N-­‐deglykosyleringen.	  Til	  slutt	  ble	  uspikede	  urinprøver	  behandlet	  med	  PNGase	  F,	  for	  å	  se	  N-­‐deglykosylerings-­‐effekten	  på	  N-­‐glykosylerte	  endogene	  proteiner.	  	  Resultatene	  fra	  forsøkene	  viste	  at	  behandling	  med	  PNGase	  F	  forut	  for	  proteolyse	  ga	  flere	  identifiserte	  peptider	  og	  større	  aminosyresekvens	  coverage	  for	  N-­‐glykosylerte	  proteiner,	  inkludert	  Fetuin	  A.	  	  I	  tillegg	  kan	  en	  konkludere	  med	  at	  PNGase	  F	  behandlingen	  er	  et	  ukomplisert	  tilleggssteg	  som	  krever	  lite	  ekstraarbeid	  og	  resulterer	  i	  sikrere	  identifisering	  av	  N-­‐glykosylerte	  proteiner	  ved	  bottom-­‐up	  strategi.	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Forord Jeg	  vil	  rette	  en	  stor	  takk	  til	  mine	  veiledere	  Léon	  Reubsaet,	  Trine	  Grønhaug	  Halvorsen	  og	  Siri	  Hildonen	  for	  god	  oppfølging	  under	  arbeidet	  på	  lab	  og	  skriving	  av	  masteroppgaven.	  Dere	  har	  dedikert	  god	  tid	  til	  meg,	  og	  det	  setter	  jeg	  stor	  pris	  på.	  	  Jeg	  må	  også	  få	  takke	  hele	  avdelingen	  for	  legemiddelanalyse	  for	  et	  hyggelig	  arbeidsmiljø	  og	  deilige	  fredagskaker!	  Det	  blir	  litt	  vemodig	  å	  forlate	  dere.	  Det	  samme	  kan	  sies	  om	  å	  forlate	  FI,	  hvor	  jeg	  har	  lært	  og	  opplevd	  mye	  opp	  igjennom	  årene.	  	  	  	  	   Oslo,	  september,	  2014-­‐10-­‐01	  	  	  Audun	  Nilsen	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1 Forkortelser ACN	  –	  Acetonitrill	  CID	  –	  Collision-­‐induced	  dissociation	  (kollisjonsindusert	  dissosiasjon)	  Da	  –	  Dalton	  DTT	  –	  Dithiotreitol	  ESI	  –	  Elektrosprayionisering	  HCD	  –	  Higher-­‐energy	  collisional	  dissociation	  HCl	  –	  Saltsyre	  HPLC	  –	  High-­‐performance	  liquid	  chromatography	  (væskekromatografi)	  IAM	  –	  Jodacetamid	  IUPAC	  –	  International	  Union	  of	  Pure	  and	  Applied	  Chemistry	  IAA	  –	  Jodeddiksyre	  	  K	  –	  Forkortelse	  for	  aminosyren	  lysin	  (Lys)	  LC	  –	  Liquid	  chromatography	  –	  væskekromatografi	  LTQ	  –	  Linear	  trap	  quadropole	  m/z	  –	  Masse/ladning	  MS	  –	  Massespektrometri	  MS/MS	  –	  Tandem	  ms	  NaCl	  –	  Natriumklorid	  P	  –	  Forkortelse	  for	  aminosyren	  prolin	  (Pro)	  PTM	  –	  Post-­‐translasjonelle	  modifikasjoner	  R	  –	  Forkortelse	  for	  aminosyren	  arginin	  (Arg)	  RP	  –	  Reversed	  phase	  (omvendt	  fase)	  RPM	  –	  Revolutions	  per	  minute	  (omdreininger	  per	  minutt)	  S	  –	  Forkortelse	  for	  aminosyren	  serin	  (Ser)	  SPE	  –	  Solid	  phase	  extraction	  (fast-­‐fase	  ekstraksjon)	  T	  –	  Forkortelse	  for	  aminosyren	  treonin	  (Thr)	  TFA	  –	  Triflouroacetic	  acid	  UniprotKB	  -­‐	  The	  UniProt	  Knowledgebase	  
	   2	  
2 Innledning 	  
2.1 Bakgrunn Proteomikk	  som	  er	  studien	  av	  proteiner	  og	  deres	  modifiseringer	  har	  stadig	  blitt	  viktigere	  de	  senere	  årene.	  Utviklingen	  av	  protein/peptidbaserte	  legemidler	  og	  diagnostikk	  av	  sykdommer	  er	  alle	  områder	  hvor	  proteomiske	  studier	  kan	  bli	  benyttet.	  Siden	  nye	  analyseinstrumenter	  innen	  væskekromatografi	  og	  massespektrometri	  har	  blitt	  introdusert	  det	  siste	  tiåret,	  har	  det	  muliggjort	  detektering	  av	  proteiner	  i	  svært	  lave	  konsentrasjoner.	  	  Urin	  er	  et	  nettop	  et	  medium	  som	  inneholder	  proteiner	  i	  små	  mengder	  og	  det	  er	  i	  tillegg	  et	  velegnet	  medium	  for	  diagnostisering	  av	  sykdommer	  knyttet	  til	  nyrene.	  Store	  deler	  av	  proteinmengden	  i	  urinen	  stammer	  fra	  nyrene	  og	  i	  tillegg	  er	  urinprøvetaking	  en	  ikke-­‐invasiv	  metode,	  sammenlignet	  med	  for	  eksempel	  biopsi,	  som	  benyttes	  til	  å	  bekrefte	  en	  frastøtningsreaksjon	  hos	  nyretransplanterte	  pasienter.	  Før	  proteinene	  skilles	  ut	  av	  urinveiene	  gjennomgår	  enkelte	  av	  de,	  flere	  postranslationelle	  modifikasjoner.	  Dette	  kan	  for	  eksempel	  være	  addisjon	  av	  molekyler,	  deriblant	  glykosylering	  som	  gir	  ”simple”	  proteiner	  flere	  funksjoner,	  uten	  at	  aminosyresammensetningen	  endres(J.C.	  Venter,	  et	  al.,	  Science	  (2001),	  291,	  1304).	  Celleoppbygning,	  celle-­‐celle	  interaksjoner,	  hemostase	  og	  regulering	  av	  immunsystemet	  er	  noen	  av	  funksjonene	  til	  glykosylerte	  proteiner.	  Problemet	  med	  glykoproteiner	  i	  et	  analytisk	  perspektiv	  er	  at	  de	  gir	  uforutsigbare	  resultater.	  En	  vanlig	  tilnærming	  til	  analysering	  av	  proteiner	  i	  dag	  er	  en	  såkalt	  bottom-­‐up	  metode.	  	  I	  denne	  metoden	  blir	  proteinene	  enzymatisk	  proteolysert	  til	  mindre	  ”instrumentvennlige”	  peptider	  før	  det	  introduseres	  til	  et	  LC-­‐MS-­‐apparat.	  Når	  glykoproteiner	  introduseres	  til	  et	  massespektrometer	  vil	  de	  adderte	  sukkermolekylene	  ha	  forskjellig	  vekt,	  slik	  at	  massen	  til	  peptidet	  blir	  vanskelig	  å	  estimere.	  I	  tillegg	  vil	  molekylet	  bli	  mer	  hydrofilt	  og	  havne	  i	  injeksjonsfronten	  ved	  en	  væskekromatografisk	  separasjon.	  For	  å	  unngå	  disse	  problemene	  er	  det	  ønskelig	  å	  fjerne	  glykanene	  fra	  proteinene	  under	  prøveopparbeidelsen,	  og	  det	  er	  nettopp	  dette	  strategien	  i	  oppgaven	  bygger	  på.	  	  
	  3	  
Analysestrategien	  benyttet	  er	  en	  bottom-­‐up	  tilnærming	  med	  trypsin,	  hvor	  en	  i	  tillegg	  har	  behandlet	  prøvene	  med	  et	  deglykosyleringsenzym	  som	  klipper	  bort	  N-­‐linkede	  glykaner.	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2.2 Mål Målet	  med	  denne	  oppgaven	  var	  å	  sammenligne	  og	  videreutvikle	  eksisterende	  bottom-­‐up	  metoder	  [1]	  [2]	  for	  å	  få	  økt	  proteininformasjon	  fra	  urinprøver.	  Dette	  skulle	  gjøres	  ved	  å	  implementere	  et	  N-­‐deglykosyleringstrinn	  forut	  for	  proteolyse.	  	  Del	  ble	  satt	  om	  delmål	  for	  oppgaven:	  -­‐Måle	  ytelse	  for	  analyseinstrumentering	  	  -­‐Enzymatisk	  N-­‐deglykosylering	  av	  lite	  kompleks	  prøve	  -­‐Enzymatisk	  N-­‐deglykosylering	  av	  urin	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3 Teori 	  
3.1 Proteiner og aminosyrer 
Aminosyrer Aminosyrer	  er	  strukturelle	  subenheter	  som	  bygger	  opp	  proteiner.	  De	  inneholder	  en	  karboksylsyregruppe	  og	  en	  aminogruppe,	  som	  er	  koblet	  til	  samme	  karbonatom,	  a-­‐karbonet.	  Fra	  karbonet	  er	  det	  i	  tillegg	  koblet	  til	  en	  sidekjede	  (R,	  figur	  1)	  som	  utrykker	  ulike	  kjemiske	  egenskaper.	  Sidekjeden	  varierer	  avhengig	  av	  hvilken	  aminosyre	  det	  er.	  	  Det	  eksisterer	  et	  hundretalls	  aminosyrer,	  men	  bare	  20	  av	  disse	  finnes	  i	  ulik	  rekkefølge/sammensetning	  i	  levende	  organismer	  [3,	  4].	  
	  	  	  Figur	  1,	  generell	  aminosyrestruktur	  
 
Proteiner Peptider	  med	  en	  aminosyrerekkefølge	  på	  over	  50	  enheter	  er	  definert	  som	  proteiner	  [5].	  Aminosyrene	  er	  sammenkoblet	  med	  amidbindinger.	  	  Denne	  kovalente	  bindingen,	  oftest	  kalt	  peptidbinding	  (figur	  2,	  rød),	  mellom	  alle	  aminosyrene	  utgjør	  proteinets	  ”backbone”	  (figur	  2,	  grønn)	  og	  primære	  struktur.	  Ut	  fra	  dette	  ”backbonet”	  projiseres	  de	  ulike	  aminosyrenes	  sidekjeder	  som	  utrykker	  forskjellige	  kjemiske	  egenskaper.	  De	  ulike	  sidekjedene	  i	  tillegg	  til	  ”backbonet”	  bidrar	  til	  dannelsen	  av	  non-­‐kovalente	  bindinger	  (for	  eksempel	  hydrogen	  bindinger	  og	  van	  der	  Waalske	  interaksjoner)	  mellom	  aminosyrene	  i	  peptidet,	  som	  utgjør	  peptidets	  sekundære	  struktur.	  	  En	  enkelt	  polypeptidkjedes	  endelige	  folding	  utgjør	  den	  tertiære	  strukturen	  og	  en	  konformasjon	  bestående	  av	  flere	  polypeptidkjeder,	  kalles	  kvarternær	  struktur.	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Etter	  translasjonen	  vil	  et	  protein	  gjennomgå	  modifiseringer	  før	  det	  blir	  et	  ferdig	  protein.	  Disse	  post-­‐translationelle	  modifikasjonene	  (PTM)	  bidrar	  til	  å	  gi	  proteinene	  spesifikke	  egenskaper.	  Det	  kan	  blant	  annet	  være	  fosforylering,	  som	  hjelper	  til	  med	  aktivering/inaktivering	  av	  enzymer,	  acetylering	  som	  bidrar	  til	  protein-­‐stabilisering	  eller	  glykosylering,	  som	  er	  viktig	  for	  celle-­‐celle	  signalisering	  og	  ekskresjon	  [6].	  
	  Figur	  2,	  teoretisk	  peptid,	  viser	  ”backbone”	  (grønn)	  og	  peptidbinding	  (rød)	  	  
3.2 Proteomikk Et	  proteom	  er	  en	  celle	  eller	  organismes	  totale	  antall	  utrykte	  proteiner,	  i	  tillegg	  til	  postranslationelle	  modifikasjoner	  (PTM)	  som	  ikke	  direkte	  bestemmes	  av	  genene.	  [7]	  Proteomikk	  tar	  for	  seg	  studier	  av	  struktur	  og	  funksjon	  til	  proteiner.	  	  Slike	  studier	  kan	  blant	  annet	  benyttes	  til	  å	  kartlegge	  tilstedeværelse	  av	  proteiner	  i	  celler,	  forskjellen	  mellom	  proteiner,	  PTMer	  og	  interaksjoner	  mellom	  proteiner,	  for	  å	  videre	  få	  oversikt	  over	  sykdom-­‐	  og	  cellulære	  prosesser	  [8].	  Det	  finnes	  flere	  analysetilnærminger	  innenfor	  proteomikk.	  Utgangspunktet	  i	  oppgaven	  er	  en	  bottom-­‐up	  tilnærming,	  hvor	  karakterisering	  av	  proteiner	  foregår	  gjennom	  en	  massespektrometrisk	  (MS)	  analyse	  av	  peptider	  frigitt	  av	  et	  protein,	  etter	  en	  enzymatisk	  klipping.	  Når	  analyser,	  som	  i	  denne	  oppgaven,	  utføres	  på	  en	  kompleks	  prøve	  kalles	  det	  ”shotgun	  proteomikk”.	  Bottom-­‐up	  er	  motsetningen	  til	  en	  top-­‐down	  tilnærming	  hvor	  inntakte	  proteiner	  analyseres.	  Det	  eksisterer	  også	  middle-­‐down	  proteomikk,	  som	  er	  en	  slags	  hybrid	  mellom	  de	  overnevnte	  [9].	  Ved	  en	  top-­‐down	  tilnærming	  blir	  prøveopparbeidelsen	  minimert,	  kompleksiteten	  i	  prøven	  mindre,	  kartlegging	  av	  PTMer	  enklere	  [10]	  og	  ulike	  isoformer	  av	  proteiner	  kan	  detekteres	  [11].	  Tross	  disse	  fordelene	  er	  det	  per	  dags	  dato	  vanskeligheter	  med	  
	  7	  
fraksjonering,	  ionisering	  og	  fragmentering	  i	  gassfasen	  av	  intakte	  proteiner,	  sammenlignet	  med	  mindre	  peptider.	  	  Middle-­‐down	  proteomikk	  baserer	  seg	  på	  å	  benytte	  enzymer	  med	  mer	  spesifikke	  klippemønstre,	  som	  generer	  større	  peptider	  (2000-­‐20000	  Da)	  [9].	  Denne	  metodikken	  vil	  bevare	  PTMer	  [12]	  i	  tillegg	  til	  at	  de	  større	  peptidene	  gir	  bedre	  fraksjonering	  i	  LC	  og	  høyere	  oppløsning	  sammenlignet	  med	  en	  bottom-­‐up	  tilnærming	  [13].	  	  	  I	  bottom-­‐up	  proteomikk	  er	  trypsin	  det	  mest	  anvendte	  enzymet	  [14].	  Det	  hydrolyserer	  proteiner	  ved	  karboksylsyresiden	  av	  arginin	  (R)	  og	  lysin	  (K),	  med	  unntak	  av	  når	  disse	  etterfølges	  av	  prolin	  (P)	  [15].	  Tradisjonelt	  sett	  har	  peptidenes	  foretrukkede	  masser	  i	  bottom-­‐up	  proteomikk	  vært	  rundt	  8-­‐25	  aminosyreenheter	  og	  ofte	  en	  molar	  masse	  på	  mindre	  enn	  2000	  Da.	  [9]	  Ved	  å	  bruke	  en	  bottom-­‐up	  metode	  med	  trypsin,	  hvor	  inkuberingstiden	  er	  vesentlig	  kortere	  (5	  minutter)	  enn	  tradisjonelle	  protokoller,	  vil	  den	  ufullstendige	  proteolysen	  gi	  lengre	  peptider	  og	  ”etterligne”	  middle-­‐down	  proteomikk.	  Denne	  metodikken	  har	  vist	  seg	  å	  gi	  økt	  aminosyresekvens-­‐coverage	  av	  proteiner,	  som	  er	  en	  vesentlig	  bidragsfaktor	  for	  korrekt	  identifisering	  av	  proteiner	  i	  komplekse	  prøver	  [2].	  	  Et	  essensielt	  steg	  før	  klipping	  av	  proteinene	  er	  reduksjon	  og	  alkylering.	  Disulfidbinding-­‐dannelse	  mellom	  cysteiner	  intramolekylært,	  er	  viktig	  for	  sekundær	  proteinstruktur	  på	  ekstracellulære	  domener	  hos	  enkelte	  proteiner	  i	  både	  eukaryote	  og	  prokaryote	  celler.	  Bindingene	  skaper	  stabilitet,	  riktig	  romlig	  struktur	  i	  proteinmolekyler	  [16]	  og	  vil	  gi	  sterisk	  hindring	  for	  både	  proteolyse	  og	  deglykosylering.	  	  Det	  eksisterer	  flere	  substanser	  som	  blir	  benyttet	  i	  reduksjonen/bryting	  av	  disulfidbindinger.	  Dithiotreitol	  (DTT)	  blir	  oftest	  benyttet	  og	  figur	  3	  viser	  en	  oversikt	  over	  reduksjonsprosessen.	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  Figur	  3,	  den	  intramolekylære	  disulfidbindingen	  i	  proteinet	  blir	  redusert	  til	  frie	  thioler	  og	  hele	  aminosyresekvensen	  blir	  eksponert/”brettet	  ut”.	  	  Etter	  redusering	  er	  det	  nødvendig	  å	  alkylere	  de	  frie	  thiolgruppene,	  for	  å	  unngå	  oksidering	  av	  disulfidbindingene.	  Jodeddiksyre	  (IAA)	  eller	  jodacetamid	  (IAM)	  er	  hyppigst	  benyttet.	  Figur	  4	  viser	  alkyleringsprosessen	  i	  korte	  trekk.	  
	  Figur	  4,	  viser	  oversikt	  over	  alkyleringsprosessen	  av	  de	  frie	  thiolgruppene.	  	  Når	  en	  bruker	  IAA	  og	  IAM	  må	  en	  ta	  høyde	  for	  en	  masseøkning	  på	  peptider	  inneholdende	  cystein:	  IAA	  fører	  til	  en	  masseøkning	  på	  58	  Da,	  og	  IAM	  fører	  til	  en	  masseøkning	  på	  57	  Da.	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3.3 Glykosylering Glykosylering	  av	  proteiner	  er	  sett	  på	  som	  en	  av	  de	  mest	  vanlige	  PTMene,	  og	  er	  spesielt	  viktig	  for	  mange	  biologiske	  funksjoner,	  deriblant	  folding	  av	  proteiner,	  immunitet	  og	  cellulær	  homeostase.	  [17]	  Glykosyleringen	  er	  en	  enzymatisk	  prosess	  og	  oppstår	  ved	  at	  et	  karbohydratmolekyl	  bindes	  kovalent	  til	  en	  aminosyre.	  Oftest	  er	  aminosyrene	  asparagin,	  serin	  og	  treonin	  affiserte.	  	  De	  mest	  forekommende	  glykosyleringene	  er	  N-­‐linket	  og	  O-­‐linket	  glykosylering.[18]	  Ved	  en	  O-­‐linket	  glykosylering	  er	  glykanet	  koblet	  til	  peptidkjeden	  gjennom	  et	  oksygenatom	  i	  en	  aminosyre,	  hvor	  serin	  (S)	  og	  treonin	  (T)	  er	  de	  vanligste	  aminosyrene	  hvor	  dette	  eksisterer.	  [19]	  I	  oppgaven	  vil	  det	  fokuseres	  på	  N-­‐linket	  glykosylering.	  	  
3.3.1 N-linket glykosylering N-­‐glykosylering	  er	  en	  kompleks	  proteinmodifisering	  som	  er	  viktig	  for	  blant	  annet	  struktur	  av	  proteiner	  og	  normal	  cellefunksjon	  i	  eukaryote	  organismer	  [20,	  21].	  I	  et	  N-­‐glykosylert	  protein	  er	  et	  sakkarid	  bundet	  til	  nitrogenet	  i	  asparagin,	  ofte	  i	  en	  Asparagin-­‐X-­‐Serin/Threonin	  rekkefølge,	  hvor	  X	  er	  en	  hvilken	  som	  helst	  aminosyre	  utenom	  prolin	  [22].	  Alle	  N-­‐glykanene	  har	  en	  felles	  kjernestruktur	  bestående	  av	  pentasakkaridet	  (Man3GlcNAc2)	  som	  vist	  i	  figur	  5.	  De	  kan	  videre	  deles	  inn	  i	  undergruppene	  “høy	  mannose”,	  kompleks	  og	  hybrid,	  avhengig	  av	  hvilke	  karbohydratmolekyler	  de	  har	  koblet	  til	  kjernestrukturen.	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Figur	  5,	  viser	  kjernestrukturen	  av	  et	  N-­‐glykan,	  de	  grønne	  kulene	  på	  figuren	  illustrerer	  mannose	  (Man),	  de	  blå	  sylindrene	  viser	  til	  N-­‐acetylglukosamin	  (GlcNAc)	  og	  den	  grå	  forestiller	  aminosyren	  asparagin	  (Asn).	  	  Når	  det	  gjelder	  “høy	  mannose”	  N-­‐glykaner,	  inneholder	  disse	  som	  navnet	  tilsier,	  flere	  mannosemolekyler	  tilkoblet	  kjernestrukturen	  (Man3GlcNAc2).	  De	  komplekse	  inneholder	  ikke	  mannosemolekyler	  utenom	  kjernestrukturen	  (Man3GlcNAc2),	  men	  kan	  inneholde	  varierende	  antall	  sakkarider	  tilkoblet,	  inkludert	  flere	  enn	  de	  to	  originale	  N-­‐acetylglukosaminene.	  Kjedene	  kan	  ha	  to,	  tre	  eller	  fire	  forgreninger.	  De	  siste	  er	  hybride	  oligosakkarider,	  som	  er	  en	  blanding	  av	  ”high	  mannose”	  og	  komplekse.[19]	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3.4 Deglykosylering En	  støter	  på	  noen	  problemer	  når	  en	  ønsker	  å	  identifisere	  glykosylerte	  proteiner.	  På	  grunn	  av	  varierende	  antall	  glykosyleringer	  og	  varierende	  struktur	  på	  glykanene	  som	  er	  addert	  til	  proteinet,	  vil	  massen	  og	  polariteten	  være	  vanskelig	  å	  forutsi.	  	  Ved	  tilstedeværelse	  av	  flere	  glykosylerte	  aminosyrer	  vil	  polariteten	  øke	  og	  glykopeptidene	  vil	  sannsynligvis	  havne	  i	  injeksjonsfronten	  i	  omvendt-­‐fase	  kromatografi.	  	  Massen	  vil	  også	  variere	  avhengig	  av	  antall	  glykosylerte	  aminosyrer	  og	  hvilken	  type	  glykan	  som	  er	  koblet	  til.	  I	  tillegg	  vil	  MS/MS	  av	  glykopeptider	  få	  et	  uforutsigbart	  fragmenteringsmønster	  og	  gi	  komplisering	  av	  databehandlingen.	  Problemer	  kan	  også	  oppstå	  i	  forkant	  av	  analyse	  på	  LC-­‐MS,	  ved	  at	  glykaner	  kan	  gi	  sterisk	  hindring	  til	  klippeseter	  i	  aminosyresekvensen	  [23]	  og	  dermed	  gi	  ufullstendig	  proteolyse,	  og	  informasjonstap	  (se	  figur	  6).	  
	  Figur	  6,	  illustrerer	  hvordan	  sterisk	  hindring	  påvirker	  trypsinering.	  I	  den	  øverste	  reaksjonen	  i	  figuren	  vil	  glykanet	  bidra	  til	  sterisk	  hindring	  for	  klippesetet	  i	  proteinet,	  og	  resultere	  i	  andre	  peptider	  enn	  i	  den	  nederste	  reaksjonen,	  som	  viser	  et	  ikke-­‐glykosylert	  protein.	  	  De	  overnevnte	  problemene	  kan	  blant	  annet	  hindres	  ved	  deglykosylering	  av	  proteiner	  og	  vil	  resultere	  i	  en	  sikrere	  identifisering	  av	  glykosylerte	  proteiner.	  	  Deglykosyleringsprosessen	  kan	  foregå	  både	  enzymatisk	  og	  kjemisk.	  For	  enzymatisk	  deglykosylering	  finnes	  det	  blant	  annet	  ferdige	  kit,	  inneholdende	  en	  rekke	  enzymer,	  som	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fjerner	  enkle	  O-­‐linkede	  og	  alle	  N-­‐linkede	  glykaner	  fra	  glykoproteiner.	  Disse	  er	  relativt	  kostbare,	  så	  i	  oppgaven	  er	  det	  benyttet	  enzymatisk	  N-­‐deglykosylering	  ved	  hjelp	  av	  et	  enkelt	  enzym,	  PNGase	  F.	  	  
3.4.1 PNGase F PNGase	  F	  er	  en	  amidase	  som	  deamiderer	  asparagin	  til	  aspartat	  og	  frigir	  glykanet	  som	  er	  bundet	  til	  asparaginmolekylet.	  Enzymet	  klipper	  mellom	  asparagin	  og	  ”høy	  mannose”,	  komplekse	  og	  hybride	  glykaner.	  [24]	  	  Transformasjonen	  av	  asparagin	  til	  aspartat	  som	  vist	  i	  figur	  7,	  gir	  et	  masseskift	  (Δm)	  på	  +0,98	  Da.	  [25]	  	  
	  Figur	  7,	  viser	  prosessen	  mellom	  et	  N-­‐glykosylert	  asparaginmolekyl	  og	  PNGase	  F.	  Interaksjonen	  resulterer	  i	  en	  avklipping	  av	  glykanet	  tilkoblet	  asparagin	  og	  omdannelse	  av	  asparagin	  til	  aspartat.	  [26]	  	  Etter	  behandlingen	  med	  PNGase	  F	  vil	  problematikken	  relatert	  til	  endret	  retensjonstid	  og	  masseøkning	  grunnet	  glykosylering	  ved	  LC-­‐MS-­‐analyse,	  i	  teorien	  bli	  fraværende.	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3.5 Urin Urin	  er	  et	  egnet	  prøvemedium	  for	  diagnostisering	  av	  sykdomsmarkører	  på	  grunn	  av	  sin	  enkle	  og	  lite	  invasive	  innsamling.	  Ved	  normale	  tilstander	  i	  nyrene,	  vil	  mesteparten	  av	  proteinene	  i	  blodstrømmen	  filtreres	  og	  reabsorberes.	  Bare	  en	  svært	  liten	  del	  av	  den	  tilstrømmende	  proteinmengden	  vil	  slippe	  gjennom	  og	  ut	  i	  urinveiene	  [27].	  Proteinkonsentrasjonen	  er	  lav	  hos	  friske	  personer	  sammenlignet	  med	  andre	  kroppsvæsker	  og	  ligger	  i	  intervallet	  0-­‐8	  mg/dL	  urin	  [28].	  	  Omtrent	  70%	  av	  proteininnholdet	  i	  urin	  stammer	  fra	  nyrene,	  mens	  30%	  stammer	  fra	  plasma.	  Dette	  gir	  urin	  et	  spesielt	  potensiale	  i	  å	  monitorere	  forhold	  i	  nyrene,	  men	  vil	  også	  gi	  informasjon	  fra	  andre	  organer/kroppsdeler.	  	  Ved	  patofysiologiske	  tilstander	  vil	  de	  naturlige	  barrierene	  for	  proteinekskresjon	  være	  forstyrret	  og	  føre	  til	  kvantitative	  og/eller	  kvalitative	  endringer	  av	  proteiner	  i	  urin.	  Proteinuri	  er	  en	  kvantitativ	  endring,	  hvor	  proteinmengden	  i	  urin	  er	  økt	  i	  forhold	  til	  normalen	  (>150	  mg/dag	  for	  voksne)	  og	  benyttes	  i	  diagnostisering	  av	  en	  rekke	  nyrerelaterte	  og	  systemiske	  komplikasjoner/sykdommer	  [29].	  Enkelte	  nyre-­‐	  og	  systemiske	  sykdommer	  kan	  gi	  kvalitative	  endringer,	  som	  dreier	  seg	  blant	  annet	  om	  proteiner	  som	  dukker	  opp	  eller	  blir	  borte,	  og	  PTMer	  som	  endres	  på	  sekrerte	  proteiner	  [27].	  	  Ved	  analyse	  av	  urin	  er	  det	  på	  grunn	  av	  den	  lave	  proteinkonsentrasjonen	  hensiktsmessig	  å	  oppkonsentrere	  prøven.	  I	  tillegg	  inneholder	  urinen	  en	  del	  salter	  som	  er	  ugunstig	  for	  LC-­‐MS-­‐analyse.	  [1].	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3.6 Bovine fetuin A Fetuin	  A,	  eller	  alpha-­‐2-­‐HS-­‐glycoprotein	  er	  et	  protein	  som	  består	  av	  359	  aminosyrer,	  i	  rekkefølgen	  illustrert	  i	  figur	  8,	  og	  har	  en	  molekylvekt	  på	  38,4	  kDa.	  	  Vanlige	  PTMer	  på	  Fetuin	  A	  er	  fosforylering,	  disulfidbinding,	  N-­‐	  og	  O-­‐glykosylering	  [30].	  Utgangspunktet	  for	  at	  proteinet	  ble	  benyttet	  som	  testprotein	  i	  oppgaven	  er	  at	  det	  har	  veldokumentert	  N-­‐glykosylering	  ved	  posisjon	  99,	  156,	  og	  176	  [31-­‐33].	  
	  Figur	  8,	  hele	  fetuin	  A	  (bovine)	  sekvens	  [30].	  Arginin	  (R)	  og	  Lysin	  (K)	  markert	  med	  rød	  strek,	  er	  potensielle	  klippeområder	  for	  trypsin,	  i	  tillegg	  er	  asparaginmolekylene	  hvor	  glykosylering	  er	  dokumentert,	  markert	  med	  blå	  sirkel.	  Peptider	  som	  inneholder	  de	  dokumenterte	  glykosyleringssetene	  er	  av	  interesse.	  	  
3.7 LC-MS/MS LC-­‐MS/MS	  er	  særlig	  velegnet	  til	  analyser	  av	  komplekse	  peptidblandinger,	  som	  trypsinerte	  prøver	  av	  urin	  eller	  plasma.	  Den	  væskekromatografiske	  (LC)	  separasjonen	  kombinert	  med	  MS/MS	  analysering	  gjør	  at	  en	  kan	  skille	  strukturelt	  eller	  kjemisk	  like	  proteiner	  fra	  hverandre.	  	  Et	  LC-­‐MS	  system	  består	  i	  prinsippet	  av	  et	  væskekromatografisk	  (LC)	  system	  koblet	  til	  en	  massespektrometrisk	  (MS)	  analysator.	  Ionekilden	  som	  sammenkobler	  LC-­‐	  med	  MS-­‐systemet	  fungerer	  etter	  elektrosprayionisering	  (ESI)	  prinsippet.	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3.7.1 Væskekromatografi Kromatografi	  er	  en	  fellesbetegnelse	  på	  ulike	  teknikker	  hvor	  en	  separerer	  stoffer	  fra	  hverandre.	  I	  et	  væskekromatografisk	  system	  transporteres	  en	  væske	  (mobilfase)	  inneholdende	  prøven	  over	  et	  fast	  stoff	  (stasjonærfase)	  gjennom	  et	  rør	  (kolonne).	  De	  forskjellige	  stoffene	  i	  prøven	  har,	  basert	  på	  deres	  kjemiske	  egenskaper,	  ulik	  affinitet	  for	  den	  stasjonære	  fasen.	  Stoffer	  som	  har	  høyere	  affinitet	  holdes	  mer	  tilbake	  enn	  stoffer	  med	  mindre	  affinitet.	  På	  denne	  måten	  vil	  stoffene	  komme	  ut	  av	  separasjonskolonnen	  til	  forskjellige	  tidspunkt	  [34].	  	  	  I	  et	  nanosystem	  er	  kolonnevolumet	  og	  indre	  diameter	  gjennom	  hele	  systemet	  mindre	  enn	  i	  et	  konvensjonelt	  system.	  Væskestrømmen	  er	  også	  vesentlig	  redusert	  enn	  på	  konvensjonelle	  systemer	  og	  behovet	  for	  prøve	  vil	  være	  lavere.	  	  
3.7.2 Massespektrometri MS	  er	  en	  kjerneteknologi	  innenfor	  proteomikk,	  spesielt	  ved	  identifisering	  og	  kvantifisering	  av	  peptider	  [35].	  Et	  massespektrometer	  består	  i	  teorien	  av	  tre	  deler:	  en	  ionekilde,	  en	  masseanalysator	  og	  en	  detektor.	  Prøven	  vil	  først	  ioniseres	  i	  ionekilden	  for	  å	  deretter	  å	  passere	  inn	  i	  masseanalysatoren	  hvor	  ionene	  blir	  analysert	  etter	  deres	  masse/ladning	  (m/z),	  for	  så	  å	  bli	  detektert	  i	  detektoren	  som	  gir	  grunnlaget	  for	  et	  massespekter.	  	  
3.7.3 Elektrosprayionisering Hovedoppgaven	  til	  ionekilden	  er	  å	  få	  nøytrale	  molekyler	  fra	  væskefase	  over	  til	  ladede	  ioner	  i	  gassfase.	  ESI	  er	  en	  ionekilde	  som	  ofte	  er	  benyttet	  i	  proteomiske	  analyser	  siden	  det	  er	  en	  skånsom	  ioniseringsform	  som	  sammenkobler	  LC	  og	  MS-­‐systemet.	  Skånsom	  i	  den	  forstand	  at	  peptidene	  ikke	  blir	  fragmentert	  under	  ioniseringen.	  	  Væskestrømmen	  fra	  separasjonskolonnen	  i	  LC-­‐systemet	  passerer	  gjennom	  en	  kapillærnål	  med	  et	  elektrisk	  potensial	  på	  flere	  kilovolt	  (2-­‐6	  kV).	  Den	  høye	  spenningen	  driver	  væskestrømmen	  over	  spalten,	  og	  ved	  utgangen	  av	  kapillæret	  vil	  væsken	  nebuliseres	  og	  omdannes	  til	  små	  ladede	  dråper.	  I	  overgangen	  mellom	  nålen	  og	  inntaket	  
	   16	  
på	  MS-­‐instrumentet	  vil	  væsken	  fordampe,	  dråpestørrelsen	  bli	  betraktelig	  mindre	  og	  til	  slutt	  vil	  det	  kun	  være	  ioner	  igjen	  som	  introduseres	  til	  inntaket	  [36].	  	  Nano-­‐ESI,	  som	  i	  prinsippet	  er	  likt	  (konvensjonell	  ESI	  bruker	  en	  gass	  for	  nebulisering),	  har	  lavere	  væskestrøm	  (nanoliter/minutt)	  enn	  konvensjonell	  ESI,	  noe	  som	  blant	  annet	  bidrar	  til	  høyere	  sensitivitet	  [37].	  Den	  lavere	  væskestrømmen	  er	  spesielt	  gunstig	  for	  peptider	  som	  forekommer	  i	  små	  konsentrasjoner	  i	  prøvematriks.	  
	  Figur	  9,	  viser	  prinsippet	  til	  ESI,	  hentet	  fra	  [38].	  	  En	  forutsetning	  for	  fordampning	  og	  en	  vellykket	  spray	  er	  at	  alle	  komponentene	  i	  mobilfasen	  er	  flyktige	  forbindelser.	  ESI	  vil	  ofte	  danne	  flere	  ladninger	  på	  de	  ioniserte	  molekylene,	  og	  på	  grunn	  av	  at	  peptidene	  analyseres	  etter	  m/z	  gir	  det	  muligheten	  til	  detektering	  av	  store	  masser.	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3.7.4 LTQ-Orbitrap MS-­‐apparatet	  i	  oppgaven	  (LTQ-­‐Orbitrap)	  er	  et	  hybridinstrument	  som	  benytter	  seg	  av	  flere	  massespektrometriske	  prinsipper.	  	  Den	  første	  delen	  etter	  ionekilden	  er	  en	  lineær	  ionefelle.	  I	  ionefellen	  vil	  ionene	  akselereres	  og	  bøyes	  av	  etter	  deres	  m/z-­‐verdi.	  Videre	  går	  ionene	  til	  en	  kvadropol	  kalt	  c-­‐trap,	  hvor	  de	  akkumuleres	  og	  lagres,	  for	  til	  slutt	  og	  sendes	  videre	  til	  orbitrap-­‐analysatoren.	  Denne	  fanger	  ionene	  i	  et	  elektrisk	  felt	  og	  får	  dem	  til	  å	  oscillere	  rundt	  en	  elektrode	  etter	  deres	  m/z	  ratio.	  	  Instrumentet	  har	  høy	  oppløselighet	  og	  høy	  massenøyaktighet,	  noe	  som	  gjør	  det	  velegnet	  til	  identifisering	  av	  peptider	  i	  lave	  konsentrasjoner.	  	  [39].	  
 Figur	  10,	  viser	  oversiktsskisse	  av	  LTQ-­‐Orbitrap	  instrumentet	  [39]	  	  
3.7.5 Peptidfragmentering Begrepet	  tandem	  MS	  (MS/MS)	  benyttes	  for	  å	  forklare	  at	  et	  ion	  blir	  utsatt	  for	  to	  eller	  flere	  analysesteg	  [40].	  MS/MS	  er	  hyppig	  benyttet	  for	  å	  få	  videre	  kjennskap	  til	  molekylstrukturer	  og	  foregår	  gjennom	  fragmentering	  av	  molekylioner.	  Fragmenteringsprosessen	  er	  velegnet	  til	  å	  identifisere	  proteiner	  fra	  komplekse	  peptidblandinger	  som	  forekommer	  i	  shotgunproteomikk.	  Kollisjonsindusert	  fragmentering	  (CID)	  er	  benyttet	  i	  oppgaven,	  og	  hovedprinsippet	  går	  ut	  på	  at	  ulike	  peptidioner	  med	  spesifikke	  masser	  (precursor)	  blir	  selektert	  i	  MS,	  før	  de	  introduseres	  til	  kollisjonscellen	  inne	  i	  instrumentet.	  I	  cellen	  kolliderer	  de	  med	  en	  inert	  gass	  og	  fragmenteres	  til	  ulik	  lengde.	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Det	  eksisterer	  også	  andre	  fragmenteringsteknikker	  (for	  eksempel	  HCD),	  men	  de	  vil	  ikke	  bli	  presentert	  her.	  	  En	  kan	  benytte	  ulike	  tandem	  MS-­‐moduser	  på	  et	  LTQ-­‐Orbitrap	  instrument.	  Ved	  identifisering	  av	  peptider	  fra	  komplekse	  proteinprøver	  er	  det	  ønskelig	  å	  utnytte	  de	  ulike	  karakteristika	  til	  de	  forskjellige	  analysatorene	  på	  best	  måte.	  Ionefellen	  kan	  foreta	  fragmentering	  hurtig,	  med	  høy	  sensitivitet.	  Ionefellen	  har	  en	  lavere	  massenøyaktighet	  og	  relativt	  lav	  oppløsning.	  Orbitrapen	  på	  en	  annen	  side	  har	  svært	  god	  massenøyaktighet	  og	  oppløsning,	  men	  bruker	  lengre	  tid	  på	  fragmentering.	  	  Fragmenteringen	  og	  deteksjonen	  kan	  foregå	  gjennom	  ionefellen	  og	  en	  verifisering	  (ved	  detektering)	  av	  massene	  til	  disse	  i	  orbitrap-­‐analysatoren.	  	  Eventuelt	  kan	  MS/MS	  spektre	  tas	  opp	  i	  ionefellen	  parallelt	  med	  at	  det	  tas	  opp	  MS	  spekter	  av	  forløpermolekylet	  (precursor)	  i	  orbitrapen.	  	  Begge	  disse	  modusene	  vil	  redusere	  sannsynligheten	  for	  falsk	  positive	  identifiseringer.	  [39]	  	  Energien	  som	  benyttes	  i	  CID	  er	  tilstrekkelig	  lav	  til	  at	  det	  kun	  er	  peptidbindingene	  som	  brytes.	  Ionene	  som	  dannes	  etter	  en	  slik	  fragmentering	  er	  y-­‐	  og	  b-­‐ioner,	  hvor	  y-­‐ioner	  strekker	  seg	  fra	  C-­‐terminalen	  og	  b-­‐ionene	  strekker	  seg	  fra	  N-­‐terminalen	  (figur	  11).	  Ut	  i	  fra	  fragmenteringen	  kan	  hele	  peptidsekvensen	  til	  hvert	  peptid	  bestemmes	  fordi	  hver	  enkelt	  aminosyre,	  med	  unntak	  av	  leucin	  og	  isoleucin,	  har	  unik	  masse.	  	  
	  Figur	  11,	  ved	  CID	  dannes	  det	  y-­‐	  og	  b-­‐ioner,	  hvor	  y-­‐ionene	  strekker	  seg	  fra	  C-­‐terminalen	  og	  b-­‐ionene	  strekker	  seg	  fra	  N-­‐terminalen	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3.8  Databehandling Prinsippet	  for	  databehandlingen	  går	  ut	  på	  at	  MS/MS	  spektra	  fra	  utvalgte	  peptider	  sammenlignes	  med	  teoretisk	  in-­‐silico-­‐genererte	  MS/MS	  spektre,	  og	  det	  beregnes	  en	  verdi	  utfra	  hvor	  godt	  spektrene	  matcher	  (se	  figur	  12).	  Det	  eksisterer	  flere	  dataprogrammer	  som	  gjør	  dette,	  blant	  annet	  Thermo	  Scientifics	  egen	  programvare,	  Proteome	  Discoverer,	  som	  benytter	  SEQUEST	  algoritmen.	  	  	  
	  Figur	  12,	  viser	  prinsippet	  bak	  identifiseringen	  av	  peptider	  gjennom	  programvare	  [41].	  	  En	  av	  SEQUEST-­‐algoritmens	  verdier	  som	  definerer	  hvorvidt	  en	  peptidsekvens	  er	  en	  sikker	  match	  for	  et	  MS/MS-­‐spektrum	  er	  Xcorr.	  	  Xcorr	  er	  kalkulering	  av	  krysskorrelasjonen	  mellom	  et	  eksperimentelt	  og	  teoretisk	  spekter.	  Som	  en	  forutsetning	  for	  beregning	  vil	  det	  eksperimentelle	  spekteret	  bli	  tilpasset	  (verdier	  normalisert,	  topper	  med	  lav	  intensitet	  fjernet,	  og	  alle	  m/z	  verdiene	  blir	  rundet	  opp	  til	  nærmeste	  hele	  tall)	  og	  det	  teoretiske	  spekteret	  generert	  fra	  en	  database	  ved	  hjelp	  av	  spesifikke	  fragmenteringskriterier	  (valg	  av	  fragmenteringsteknikk	  (CID),	  hvilket	  enzym	  til	  proteolyse	  (trypsin)	  og	  kjemiske	  modifikasjoner	  (oksidering,	  metylering,	  deamidering)).	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Xcorr	  verdien	  forteller	  antallet	  fragmentioner	  som	  er	  felles	  for	  det	  eksperimentelle	  og	  teoretiske	  spekteret.	  	  For	  hvert	  spektrum	  vil	  peptidet	  med	  høyest	  Xcorr-­‐verdi	  bli	  ansett	  som	  en	  positiv	  identifikasjon	  og	  vises	  som	  grønne	  i	  peptidmapen	  i	  Proteome	  Discoverer.	  Xcorr	  er	  nyttig	  for	  å	  avdekke	  positiv	  eller	  falsk	  identifisering	  og	  desto	  høyere	  verdien	  er,	  desto	  sikrere	  er	  resultatet	  i	  positiv	  retning.[41,	  42]	  Hvis	  flere	  peptider	  med	  høy	  Xcorr-­‐verdi	  blir	  linket	  til	  et	  protein	  vil	  det	  gi	  en	  høy	  totalscore	  for	  proteinet.	  Desto	  flere	  identifiserte	  unike	  peptider	  for	  et	  protein	  i	  Proteome	  Discoverer,	  desto	  høyere	  coverage	  oppnås.	  Coverage	  av	  et	  protein	  er	  definert	  som	  prosentandelen	  aminosyrer	  identifisert	  av	  det	  totale	  antallet	  i	  proteinet.	  	  Proteome	  Discoverer	  benytter	  seg	  av	  filer	  i	  .raw	  format	  som	  inneholder	  all	  data	  fra	  analysen	  (kromatografi,	  MS	  og	  MS/MS).	  	  De	  teoretiske	  spektrene	  som	  genereres	  henter	  data	  fra	  FASTA	  filer,	  som	  er	  tekstbaserte	  filer	  som	  inneholder	  navnene	  til	  proteinene	  og	  aminosyrene	  de	  er	  bygget	  opp	  av,	  skrevet	  i	  IUPAC-­‐form.	  En	  sekvens	  i	  FASTA-­‐formatet	  begynner	  med	  en	  deskriptiv	  linje	  etterfulgt	  av	  linjer	  med	  aminosyresekvens	  data.	  Deskriptiv	  linje	  er	  skilt	  fra	  aminosyresekvens	  data	  ved	  hjelp	  av	  symbolet	  ”>”	  i	  første	  kolonne.	  Det	  anbefales	  at	  alle	  linjer	  har	  mindre	  enn	  80	  symboler	  i	  lengde.	  Figur	  13	  viser	  et	  eksempel	  på	  en	  sekvens	  til	  et	  protein	  skrevet	  i	  FASTA-­‐format.	  	  
	  Figur	  13,	  viser	  et	  eksempel	  på	  en	  sekvens	  til	  et	  protein	  skrevet	  i	  FASTA-­‐format.	  Øverste	  linje	  er	  deskriptiv	  linje	  som	  starter	  med	  ”>”,	  etterfulgt	  av	  linjer	  med	  aminosyresekvens.[43]	  FASTA-­‐filene	  benyttet	  i	  oppgaven	  ble	  satt	  sammen	  selv	  etter	  kriteriene	  beskrevet	  ovenfor	  og	  data	  ble	  hentet	  fra	  The	  UniProt	  Knowledgebase	  (UniProtKB).	  UniProtKB	  er	  en	  proteindatabase	  som	  inneholder	  informasjon	  om	  proteiners	  navn,	  beskrivelse,	  aminosyresekvens,	  taksonomisk	  data	  og	  siteringsinformasjon.	  [44]	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ProteinProspector For	  å	  detektere	  deglykosylering	  og	  en	  påfølgende	  masseøkning,	  var	  det	  nødvendig	  å	  kunne	  sammenligne	  deglykosylerte	  peptider	  (PNGaseF	  behandlede	  prøver)	  med	  teoretiske	  glykosylerte	  peptider.	  	  ProteinProspector	  er	  en	  fritt	  tilgjengelig	  database	  knyttet	  til	  University	  of	  California,	  San	  Francisco,	  som	  inneholder	  flere	  simuleringsverktøyer	  nyttige	  for	  proteomiske	  studier.	  Funksjonen	  MS-­‐Digest	  ble	  brukt	  til	  å	  lage	  referansepeptider.	  Denne	  foretar	  in-­‐silico	  enzymatisk/kjemisk	  proteolyse	  av	  et	  eller	  flere	  peptider	  og	  viser	  massen	  til	  hvert	  genererte	  peptid	  i	  tillegg	  til	  teoretiske	  MS/MS	  spektre.	  Proteinene	  som	  brukes	  som	  utgangspunkt	  for	  proteolysen	  kan	  stamme	  fra	  en	  database,	  eller	  være	  brukerdefinert.	  [45]	  I	  oppgaven	  ble	  MS-­‐digest	  hovedsakelig	  brukt	  til	  å	  generere	  teoretiske	  MS/MS	  masser	  av	  peptider	  med	  og	  uten	  modifikasjoner.	  Link	  til	  nettside:	  http://prospector.ucsf.edu	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4 Materialer 	  
4.1.1 Kjemikalier, analytter og utstyr REAGENSER	   	  Kjemikalie	   Leverandør	  Acetonitril	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  DTT	  (1,4	  ditiotreitol)	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  IAA	  (iodoaceticacid/jodeddiksyre)	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Maursyre	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Metanol	  	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Natriumklorid,	  NaCl	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  TFA	  (trifluor	  acetic	  acid/trifluoreddiksyre)	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Trizma	  Base	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Trizma	  HCl	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  	   PROTEINER	   	   	  Protein	   Accesion#	   Leverandør	  Beta-­‐lactoglobulin,	  bovine	   P02754	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Carbonic	  anhydrase	  II,	  bovine	   P00921	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Catalase,	  bovine	   P00432	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Cytochrome	  C,	  equine	  heart	   P00004	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Fetuin	  A,	  bovine	   P12763	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Myoglobin,	  	  equine	  heart	   P68082	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Myophosphorylase,	  rabbit	   P00489	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Ovalbumin,	  chicken	   P01012	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  PNGase	  F,	  Elizabethkingia	  meningoseptica	   Q9XBM8	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Serotransferrin,	  human	   P02787	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Serum	  albumin,	  bovine	   P02769	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	  Trypsin,	  bovine	   P00760	   SIGMA-­‐ALDRICH,	  St.Louis,	  MO,	  USA	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UTSTYR;	  ikke	  forbruksmateriell	   	  Utstyr	   Modell	   Leverandør	  
Autmoatpipette	   Finnpipette®	   Thermo	  electron	  corp.,	  Cheshire,	  UK	  	  	   BIOHIT	   Biohit	  Oyj,	  Helsinki,	  Finland	  pH-­‐meter	   Beckman	  ϕ110	  ISFET	  pH	  meter	   Beckman,	  USA	  
Prøveblander	   HulaMixer	   Invitrogen,	  Carlsbard,	  CA,	  USA	  Prøveblander,	  med	  varme	   Thermomixer	  comfort/compact	  1,5	  ml	   Fisher	  Scientific,	  Oslo,	  Norge	  
Sentrifuge	   Centrifuge	  5804	   Eppendorft	  AG,	  Hamburg,	  Tyskland	  
Vannrenseanlegg	   Milli-­‐q	  Centry	  Systems	   EMD	  Millipore	  Corporation,	  Billerica,	  MA,	  USA	  
Ultralydbad	   Ultrasonic	  Cleaner	   VWR	  International,	  Leuven,	  Belgia	  Vekt	   XS205	  DualRange	   Mettler-­‐Toledo,	  Oslo,	  Norge	  
Vortex-­‐mikser	   IKA	  MS3	  digital	   IKA	  Works	  inc.,	  Wilmington,	  NC,	  USA	  	   UTSTYR;	  forbruksmateriell	   	  Utstyr	   Modell	   Leverandør	  Eppendorfrør	   1,5	  mL,	  2,0	  mL	   Eppendorft	  AG,	  Hamburg,	  Tyskland	  Eppendorfrør,	  LoBind	   1,5	  mL	   Eppendorft	  AG,	  Hamburg,	  Tyskland	  Korker	  til	  vialer	   Svarte	   Holger	  teknologi,	  Oslo,	  Norway	  Glasspipette	   Pasteur	   VWR	  International,	  Leuven,	  Belgia	  Sentrifugefilter	   Sartorius,	  Vivaspin®	  6,	  10	  kDa	  cut-­‐off	   VWR	  Disker	  til	  SPE	   C18	  +	  C8	  Empore	  materiale	   3M	  Pipettespisser	   Finntip	   Thermo	  Scientific,	  Rockford,	  IL,	  USA	  	  	   BIOHIT	   Biohit	  Oyj,	  Helsinki,	  Finland	  Sentrifugerør	   50	  mL	   VWR	  Vialer	   32x11,6	  mm	   Matriks	  kjemisk	  teknologi,	  Oslo,	  Norge	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   UTSTYR	  TIL	  KROMATOGRAFI	  
Utstyr	   Modell	  Forkolonne	   C18	  5mmx300μm	  id	  Acclaim	  PepMap	  100	  (5μm)	  (Dionex)	  Separasjonskolonne	   150x0,075mm	  id.	  Acclaim	  PepMap	  100	  (porestr.100	  Å,	  partikkel	  diameter	  3μm)	  (Dionex)	  Spraytip	   10μm	  id	  tip	  (New	  objective,	  Woburn,	  MA,	  USA)	  	  	  UTSTYR	  TIL	  LTQ-­‐Orbitrap	  
Programvare	   Modell	  Xcalibur	   Version	  2.1	  Proteome	  discoverer	   Version	  1.3	  ProteinProspector	   Version	  5.12.3	  Chromeleon	   Xpress	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4.1.2 Tilberedelse av løsninger 	  
Bufferløsning 50	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,2	  v/37	  °C	  bufferløsning	  ble	  benyttet	  i	  alle	  forsøkene.	  1. 50	  ml	  50mM	  Tris	  base:	  0,303	  g	  Tris	  base	  ble	  løst	  i	  50	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  2. 25	  ml	  50mM	  Tris-­‐HCl:	  0,197	  g	  Tris-­‐HCl	  ble	  løst	  i	  25	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  3. Tris-­‐HCl	  ble	  tilført	  Tris	  basen	  til	  en	  pH-­‐verdi	  på	  8,2	  ble	  oppnådd	  ved	  hjelp	  av	  pH-­‐meter	  	  
Tris-HCl/NaCl-løsning  Løsningen	  ble	  brukt	  under	  filtreringsprosessen	  av	  urin.	  50	  mM	  Tris-­‐HCl/NaCl	  150	  mM:	  	  100	  mL:	  0,08766	  g	  NaCl	  ble	  løst	  i	  100	  mL	  50	  mM	  Tris-­‐HCl	  bufferløsning	  med	  pH	  8,2	  
 
Reduseringsløsning Det	  ble	  alltid	  laget	  en	  fersk	  DTT-­‐løsning	  på	  1	  M	  som	  utgangspunkt,	  deretter	  ble	  nødvendig	  volum	  av	  denne	  beregnet	  for	  å	  oppnå	  10	  mM	  konsentrasjon	  i	  prøven.	  10	  mM	  DTT	  løsning:	  	  1	  M	  *	  0,001	  L	  =	  0,001	  mol	  0,001	  mol	  *	  154,25	  g/mol	  =	  0,15425	  g	  0,154	  g	  DTT	  ble	  løst	  i	  1	  mL	  50	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,2	  (ved	  37	  °C)	  bufferløsning	  
 
Alkyleringsløsning Det	  ble	  alltid	  laget	  en	  fersk	  IAA-­‐løsning	  på	  1	  M	  som	  utgangspunkt,	  deretter	  ble	  nødvendig	  volum	  av	  denne	  beregnet	  for	  å	  oppnå	  30	  mM	  konsentrasjon	  i	  prøven.	  30	  mM	  IAA	  løsning:	  	  1	  M	  *	  0,001	  L	  =	  0,001	  mol	  0,001	  mol	  *	  185,95	  g/mol	  =	  0,18595	  g	  0,186	  g	  IAA	  ble	  løst	  i	  1	  mL	  50	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,2	  (ved	  37	  °C)	  bufferløsning	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PNGase F løsning En	  vial	  inneholdende	  50	  enheter	  PNGase	  F	  ble	  tilsatt	  105	  μL	  milli-­‐Q	  vann	  og	  fordelt	  over	  i	  40	  vialer	  på	  2,5	  μL	  per	  vial	  (ca.	  12	  enheter/vial).	  Vialer	  ble	  oppbevart	  ved	  -­‐20	  °C	  inntil	  like	  før	  bruk.	  Vialene	  ble	  fortynnet	  4x	  (tilsatt	  7,5	  μL	  milli-­‐Q	  vann)	  før	  bruk.	  	  
Standard proteinløsning Standard	  proteinløsningen	  ble	  basert	  på	  disse	  proteinene:	  Beta-­‐lactoglobulin,	  bovine	  Carbonic	  anhydrase	  II,	  bovine	  Catalase,	  bovine	  Cytochrome	  C,	  equine	  heart	  Fetuin	  A,	  bovine	  Myoglobin,	  	  equine	  heart	  Myophosphorylase,	  rabbit	  Ovalbumin,	  chicken	  Serotransferrin,	  human	  Serum	  albumin,	  bovine	  Løsningen	  ble	  laget	  ved	  å	  løse	  opp	  1	  mg	  av	  hvert	  protein	  i	  Trisbuffer	  pH	  8,2	  (ved	  37	  °C)	  til	  en	  sluttkonsentrasjon	  på	  1	  mg/mL	  på	  hele	  løsningen.	  
 
Fetuin A løsning 1	  mg	  Fetuin	  A	  ble	  løst	  i	  Trisbuffer	  pH	  8,2	  (ved	  37	  °C)	  til	  en	  sluttkonsentrasjon	  på	  1	  mg/mL.	  Løsningen	  ble	  laget	  fersk	  før	  hver	  analyse.	  	  
Trypsinløsning 1	  mg	  trypsin	  ble	  løst	  i	  Trisbuffer	  pH	  8,2	  (ved	  37	  °C)	  til	  en	  sluttkonsentrasjon	  på	  1	  mg/mL.	  Løsningen	  ble	  laget	  fersk	  før	  hver	  analyse.	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Løsninger til fastfase-ekstraksjon (SPE) Kondisjoneringsløsning:	  100	  %	  acetonitril	  (ACN)	  Vaskeløsning:	  0,1%	  trifluoreddiksyre	  (TFA)	  Laget	  en	  10	  %	  TFA-­‐løsning	  som	  ble	  fortynnet	  1:100	  100	  mL	  10	  %	  TFA-­‐løsning:	  10	  g	  TFA	  ble	  løst	  i	  100	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  100	  mL	  0,1	  %	  TFA-­‐løsning:	  1	  mL	  10	  %	  TFA-­‐løsning	  ble	  løst	  i	  100	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  Elueringsløsning:	  80	  %	  ACN	  i	  0,1	  %	  TFA-­‐løsning	  100	  mL:	  80	  mL	  acetonitril	  ble	  blandet	  med	  10	  mL	  0,1	  %	  TFA-­‐løsning	  	  
LC-MS-løsninger Mobilfase	  A:	  5	  %	  acetonitril,	  95	  %	  milli-­‐Q	  vann,	  0,1	  %	  maursyre	  1L:	  949	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  ble	  tilsatt	  50	  mL	  acetonitril	  og	  1	  mL	  maursyre	  Mobilfase	  B:	  95	  %	  acetonitril,	  5	  %	  milli-­‐Q	  vann,	  0,1	  %	  maursyre	  1L:	  949	  mL	  acetonitril	  ble	  tilsatt	  50	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  og	  1	  mL	  maursyre	  Loadingbuffer:	  5	  %	  acetonitril	  0,5L:	  475	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  ble	  tilsatt	  25	  mL	  acetonitril	  Metanol-­‐løsning:	  50	  %	  metanol,	  50	  %	  milli-­‐Q	  vann	  0,5L:	  250	  mL	  milli-­‐Q	  vann	  ble	  tilsatt	  250	  mL	  metanol	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5 Metode Trenden	  i	  oppgaven	  er	  at	  prøvene	  gikk	  fra	  lav	  kompleksitet,	  med	  få	  proteiner	  og	  lav	  informasjonsmengde	  i	  starten,	  til	  høy	  kompleksitet	  og	  stor	  informasjonsmengde	  mot	  slutten.	  Figurene	  	  14,	  15,	  16,	  17	  og	  18	  beskriver	  framgangsmåtene	  benyttet	  i	  oppgaven	  i	  korte	  trekk.	  	  
	  Figur	  14,	  viser	  oversikt	  over	  arbeidstrinnene	  benyttet	  på	  en	  standard	  proteinløsning.	  
	  Figur	  15,	  viser	  oversikt	  over	  arbeidstrinnene	  benyttet	  på	  en	  standard	  proteinløsning.	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  Figur	  16,	  viser	  oversikt	  over	  arbeidstrinnene	  benyttet	  på	  Fetuin	  A	  i	  løsning.	  	  
	  Figur	  17,	  viser	  oversikt	  over	  arbeidstrinnene	  på	  urinprøver	  spiket	  med	  Fetuin	  A.	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  Figur	  18,	  viser	  oversikt	  over	  arbeidstrinnene	  på	  uspikede	  urinprøver.	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5.1.1 Prøveopparbeidelse 
Fjerning	  av	  saltinnhold	  og	  oppkonsentrering	  av	  urin	  Urinen	  benyttet	  i	  forsøkene	  ble	  oppbevart	  nedfryst	  ved	  -­‐20	  °C.	  Før	  prøveopparbeidelsesprosessen	  ble	  urinen	  sentrifugert	  1000	  *g	  i	  10	  minutter.	  1. Vivaspin-­‐rør	  10	  kDa	  cut-­‐off	  ble	  fylt	  med	  5	  mL	  urin	  hver	  	  2. Et	  av	  rørene	  ble	  spiket	  med	  0,005	  mL	  av	  1	  mg/mL	  Fetuin	  A	  løsning	  til	  en	  sluttkonsentrasjon	  på	  1	  µg/mL.	  Dette	  for	  å	  observere	  effekten	  av	  deglykosyleringen	  i	  prøvemediumet.	  3. Rørene	  ble	  sentrifugert	  ved	  9000	  *g	  til	  et	  restvolum	  på	  ca.	  200	  µL.	  4. Rørene	  ble	  deretter	  vasket	  med	  5	  mL	  50	  mM	  Tris-­‐HCl/NaCl	  buffer	  150	  mM.	  	  5. De	  200	  µL	  oppkonsentrert	  urin	  ble	  tilsatt	  1200	  µL	  Tris-­‐HCl/NaCl	  løsning	  og	  deretter	  ristet	  ved	  600	  rpm	  i	  30	  minutter.	  	  
Redusering og alkylering Redusering	  og	  alkylering	  av	  proteiner	  ble	  foretatt	  før	  all	  enzymatisk	  behandling.	  1. Reduseringen	  foregikk	  ved	  å	  tilsette	  1	  M	  fersk	  DTT-­‐løsning	  til	  en	  sluttkonsentrasjon	  på	  10	  mM	  og	  behandlet	  ved	  37	  °C	  i	  15	  minutter.	  2. Prøven	  ble	  nedkjølt	  i	  5	  minutter.	  3. Alkyleringen	  foregikk	  ved	  å	  tilsette	  1	  M	  fersk	  IAA-­‐løsning	  til	  en	  sluttkonsentrasjon	  på	  30	  mM	  og	  behandlet	  ved	  25	  °C	  (romtemperatur)	  i	  15	  minutter	  i	  mørket.	  
 
Deglykosylering Deglykosyleringen	  ble	  i	  alle	  forsøkene	  foretatt	  enzymatisk	  etter	  redusering	  og	  alkylering,	  for	  å	  sikre	  det	  aktive	  setet	  god	  til	  tilgang	  til	  det	  aktuelle	  asparaginmolekylet.	  PNGase	  F	  ble	  benyttet	  i	  forsøkene.	  1. Vial	  med	  2,5	  μL	  PNGase	  F	  ble	  tilsatt	  7,5	  μl	  milli-­‐Q	  vann.	  2. Prøve	  ble	  tilsatt	  10	  μL	  fortynnet	  PNGase	  F	  løsning	  og	  inkubert	  i	  2	  timer	  ved	  	  37	  °C,	  800	  rpm	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Trypsinering Trypsin	  ble	  benyttet	  som	  proteolytisk	  enzym	  for	  å	  danne	  peptider	  i	  passende	  størrelse	  for	  LC-­‐MS.	  	  Både	  buffer	  og	  prøve	  ble	  forvarmet	  til	  37	  °C	  før	  tilsetning	  av	  trypsin	  for	  å	  sikre	  optimale	  forhold	  (spesielt	  viktig	  for	  5	  minutters	  prøver).	  Prøver	  med	  standard	  proteinløsning:	  Prøvene	  ble	  forbehandlet	  med	  redusering	  og	  alkylering.	  1. Trypsinløsning	  på	  1	  mg/mL	  ble	  tilsatt	  til	  et	  sluttforhold	  1:40	  (enzym/protein)	  i	  prøven.	  2. Prøvene	  ble	  inkubert	  i	  5	  minutt	  og	  18	  timer	  ved	  37	  °C,	  800	  rpm.	  3. Etter	  5	  minutt	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  5	  minutts	  prøver.	  4. Etter	  18	  timer	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  18	  timers	  prøver.	  	  Prøver	  med	  standard	  proteinløsning,	  fortynnet	  i	  forkant	  av	  trypsinering:	  	  Prøvene	  ble	  forbehandlet	  med	  redusering	  og	  alkylering.	  1. Prøvene	  ble	  fortynnet	  1:10,	  1:100,	  1:1000	  og	  1:10000	  2. Mengde	  av	  trypsinløsning	  på	  1	  mg/mL	  ble	  beregnet	  til	  et	  sluttforhold	  på	  1:40	  (enzym/protein)	  i	  opprinnelig	  prøve.	  3. Denne	  mengden	  trypsinløsning	  ble	  videre	  fortynnet	  1:10,	  1:100,	  1:1000	  og	  1:10000	  4. 1:10	  trypsinløsning	  ble	  tilsatt	  1:10	  prøveløsning,	  1:100	  trypsinløsning	  ble	  tilsatt	  1:100	  prøveløsning,	  1:1000	  trypsinløsning	  ble	  tilsatt	  1:1000	  prøveløsning,	  1:10000	  trypsinløsning	  ble	  tilsatt	  1:10000	  prøveløsning.	  5. Prøvene	  ble	  inkubert	  i	  5	  minutt	  og	  18	  timer	  ved	  37	  °C,	  800	  rpm.	  6. Etter	  5	  minutt	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  5	  minutts	  prøver.	  7. Etter	  18	  timer	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  18	  timers	  prøver.	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Prøver	  med	  Fetuin	  A	  i	  løsning:	  Prøvene	  ble	  forbehandlet	  med	  redusering	  og	  alkylering.	  1. Trypsinløsning	  på	  1	  mg/mL	  ble	  tilsatt	  til	  et	  sluttforhold	  1:40	  (enzym/protein)	  i	  prøven.	  2. Prøvene	  ble	  inkubert	  i	  5	  minutt	  ved	  37	  °C,	  800	  rpm.	  3. Etter	  5	  minutt	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse.	  	  Urinprøver	  spiket	  med	  Fetuin	  A:	  Prøvene	  ble	  forbehandlet	  med	  redusering	  og	  alkylering.	  1. Trypsinløsning	  på	  1	  mg/mL	  ble	  tilsatt	  til	  et	  sluttforhold	  1:40	  (enzym/protein)	  i	  prøven.	  2. Prøvene	  ble	  inkubert	  i	  5	  minutt	  og	  18	  timer	  ved	  37	  °C,	  800	  rpm.	  3. Etter	  5	  minutt	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  5	  minutts	  prøver.	  4. Etter	  18	  timer	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  18	  timers	  prøver.	  	  Uspikede	  urinprøver:	  Prøvene	  ble	  forbehandlet	  med	  redusering	  og	  alkylering.	  1. Trypsinløsning	  på	  1	  mg/mL	  ble	  tilsatt	  til	  et	  sluttforhold	  1:40	  (enzym/protein)	  i	  prøven.	  2. Prøvene	  ble	  inkubert	  i	  5	  minutt	  og	  18	  timer	  ved	  37	  °C,	  800	  rpm.	  3. Etter	  5	  minutt	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  5	  minutts	  prøver.	  4. Etter	  18	  timer	  ble	  5	  μL	  100	  %	  maursyre	  tilsatt	  og	  satt	  på	  is,	  for	  terminering	  av	  proteolyse	  i	  18	  timers	  prøver.	  	  Som	  en	  forutsetning	  for	  riktig	  trypsinmengde	  i	  urinprøvene	  ble	  proteinkonsentrasjonen	  i	  urinen	  satt	  til	  100	  mg/L,	  noe	  som	  er	  litt	  over	  toppen	  referanseverdien	  på	  0-­‐8	  mg/dL	  [28].	  I	  verdien	  er	  det	  tatt	  forbehold	  for	  proteiner	  som	  stammer	  fra	  seminale	  kjertler	  hos	  menn	  og	  vaginale	  sekreter	  hos	  kvinner	  [27].	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5.1.2 Omvendt-fase fast-fase ekstraksjon Fast-­‐fase	  ekstraksjon	  (SPE)	  ble	  benyttet	  for	  opprensning	  av	  prøvene	  før	  introduksjon	  til	  LC-­‐MS.	  Det	  ble	  laget	  egne	  SPE-­‐tiper	  (se	  figur	  19)	  og	  sentrifugalkraft	  ble	  benyttet	  for	  å	  drive	  prøven	  gjennom	  pakkematerialet.	  	  
	  	  Figur	  19,	  illustrerer	  prinsippet	  bak	  SPE-­‐tipene.	  	  	  Tillaging	  av	  SPE-­‐tipper	  1. Trykker	  ut	  6	  biter	  av	  hver	  av	  C8	  og	  C18	  membrandiskene,	  ved	  hjelp	  av	  en	  glasspipette	  (diameter	  på	  åpning	  ca	  2	  mm).	  2. Membranbitene	  overføres	  til	  en	  200	  μL	  plast-­‐pipettespiss	  ved	  hjelp	  av	  en	  koppertråd.	  3. Når	  alle	  12	  bitene	  er	  plassert	  i	  pipettespissen	  blir	  disse	  trykket	  lett	  sammen	  ca	  10	  ganger,	  med	  koppertråd.	  4. Pipettespissene	  blir	  så	  plassert	  i	  perforerte	  2	  mL	  eppendorfrør.	  2	  mL	  eppendorfrørene	  blir	  erstattet	  med	  perforerte	  1,5	  mL	  Lo-­‐bind	  eppendorfrør	  før	  eluering	  av	  prøven	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Utførelse	  av	  omvendt-­‐fase	  SPE	  1. 1	  μL	  10	  %	  TFA	  tilsettes	  prøvene	  (sluttkonsentrasjon	  til	  ca	  0,1	  %	  TFA)	  2. 100	  μL	  av	  100	  %	  ACN	  tilsettes	  hver	  SPE-­‐pipettespiss	  3. Sentrifugeres	  i	  1	  minutt	  ved	  5000	  rpm	  4. 100	  μL	  0,1	  %	  TFA	  tilsettes	  5. Sentrifugeres	  i	  2-­‐3	  minutter	  ved	  5000	  rpm	  (viktig	  at	  membranene	  ikke	  tørker	  ut)	  6. 100	  μL	  av	  løst	  prøve	  tilsettes	  SPE-­‐spissene	  7. Sentrifugeres	  i	  5	  minutter	  ved	  2000	  rpm	  8. Sentrifugeres	  i	  5	  minutter	  ved	  3000	  rpm	  9. Sentrifugeres	  i	  5	  minutter	  ved	  5000	  rpm	  Lav	  sentrifugeringshastighet	  prøver	  å	  gi	  alle	  peptidene	  muligheten	  til	  å	  interagere	  med	  stasjonærfasen.	  	  10. 100	  μL	  0,1	  %	  TFA	  tilsettes	  11. Sentrifugeres	  i	  3	  minutter	  ved	  3000	  rpm	  12. Sentrifugeres	  i	  3	  minutter	  ved	  5000	  rpm	  13. 2	  mL	  eppendorfrør	  byttes	  med	  1,5	  mL	  Lo-­‐bind	  eppendorfrør	  	  14. SPE-­‐spissene	  tilsettes	  200	  μL	  80	  %	  ACN	  i	  0,1	  %	  TFA,	  for	  eluering	  15. Sentrifugeres	  i	  5	  minutter	  ved	  3000	  rpm	  16. Sentrifugeres	  i	  5	  minutter	  ved	  5000	  rpm	  17. Eluert	  prøve	  tørkes	  ved	  hjelp	  av	  nitrogengass	  ved	  40	  °C	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5.1.3 LC-MS analyse 
Instrumentering Chromeleon	  Xpress	  kontrollert	  Dionex	  HPLC-­‐system	  (Thermo	  Fischer,	  Bremen,	  Tyskland)	  Xcalibur	  2.0.7	  kontrollert	  LTQ	  Discovery	  Orbitrap	  MS	  med	  Nano-­‐ESI	  ionekilde	  (Thermo	  Fischer,	  Bremen,	  Tyskland)	  
LC-MS-parametere Alle	  parametere	  er	  lagt	  som	  vedlegg.	  Metode	  A:	  89	  min	  (vedlegg	  1)	  Metode	  B:	  109	  min	  (vedlegg	  2)	  	  
5.1.4 Databehandling 
Søkekriterier Proteome Discoverer (SEQUEST algoritme) Masseintervall:	  350,0-­‐5000,0	  Da	  Fragmenteringsmetode:	  CID	  Database	  benyttet:	  
• 11	  proteiner	  (UniprotKB)	  ble	  satt	  sammen	  etter	  standard	  FASTA-­‐kriterier	  	  (se	  kapittel	  3.8)	  
• Proteiner	  homo	  sapiens	  (UniprotKB)	  Digest:	  Trypsin	  Missed	  cleavages:	  3	  Søk	  mot	  revers	  database:	  Ja	  Dynamiske	  sidekjede-­‐modifikasjoner:	  
• Deamidering	  av	  N	  (+0,984	  Da)	  
• Oksidering	  av	  M	  (+15,995	  Da)	  Statiske	  sidekjede-­‐modifikasjoner:	  
• Karboksymetylering	  av	  C	  (+58,005	  Da)	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Søkekriterier	  ProteinProspector	  Digest:	  Trypsin	  Database:	  brukerdefinert	  (legger	  inn	  egne	  peptider)	  Dynamiske	  modifikasjoner:	  	  
• Deamidering	  av	  N	  
• Oksidering	  av	  M	  Statiske	  modifikasjoner:	  
• Karboksymetyl	  av	  C	  	  
Bekreftelse av deglykosylering i protein Prosedyre	  for	  å	  bekrefte	  at	  en	  deglykosylering	  har	  funnet	  sted	  i	  et	  protein	  1. Kartlegg	  asparaginseter	  mottakelig	  for	  glykosylering	  i	  aminosyresekvensen	  Eksempel:	  I	  litteraturen	  bekreftes	  det	  at	  fetuin	  A	  (bovine)	  har	  tre	  aminosyrer	  mottakelig	  for	  N-­‐glykosylering	  (asparagin	  nr.	  99,	  156,	  og	  176),	  se	  figur	  20.	  	  
	  Figur	  20,	  asparaginseter	  mottakelig	  for	  glykosylering	  	   Ved	  sammenligning	  av	  protein-­‐mapene	  mellom	  deglykosylerte	  og	  ikke-­‐deglykosylerte	  avdekkes	  peptider	  (figur	  21)	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  Figur	  21,	  sammenligning	  av	  proteinmaper	  vil	  kunne	  avdekke	  glykosylerte/deglykosylerte	  peptider	  	   2. Finn	  MS/MS	  spekter	  av	  deglykosylert	  peptid	  fra	  Proteome	  Discoverer	  3. Generer	  teoretisk	  referansepeptid	  ved	  hjelp	  av	  ProteinProspector-­‐databasen.	  4. Sammenlign	  y	  og	  b	  fragmenter	  fra	  deglykosylert	  med	  glykosylert	  peptid	  (2	  og	  3)	  og	  identifiser	  masseskift	  (+1	  Da)	  ved	  deglykosylert	  asparagin	  (aspartat)	  5. Finn	  retensjonstid	  til	  deglykosylert	  peptid	  og	  sammenlign	  kromatogram	  med	  ikke-­‐deglykosylert	  prøve	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6 Resultater og diskusjon 	  
6.1.1 Trypsinering med titrert konsentrasjon 1:10-1:10000 For	  å	  måle	  ytelsen	  til	  analyseinstrumentet	  ble	  trypsinbehandlede	  prøver	  inneholdende	  standard	  proteinløsning,	  fortynnet	  i	  konsentrasjoner	  fra	  1:10	  til	  og	  med	  1:10000	  (utgangskonsentrasjon	  på	  1mg/mL).	  Alle	  prøvene	  ble	  enten	  trypsinert,	  i	  forkant	  av	  fortynning	  eller	  i	  etterkant	  av	  fortynning,	  i	  henholdsvis	  5	  minutt	  [2]	  og	  18	  timer	  [1].	  Analysen	  ble	  utført	  i	  rekkefølgen	  1:10000	  først	  og	  1:10	  til	  slutt.	  	  Datasøket	  ble	  foretatt	  på	  en	  proteindatabase	  inneholdende	  aminosyresekvenser	  for	  11	  proteiner	  (Beta-­‐lactoglobulin	  (bovine),	  Carbonic	  anhydrase	  II	  (bovine),	  Catalase	  (bovine),	  Cytochrome	  C	  (equine	  heart),	  Fetuin	  A	  (bovine),	  	  Myoglobin	  (equine	  heart),	  Myophosphorylase	  (rabbit),	  Ovalbumin	  (chicken),	  Serotransferrin	  (human),	  Serum	  albumin	  (bovine)	  og	  Trypsin	  (bovine).	  	  Resultater,	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  prøve,	  ved	  5	  minutters	  trypsinering	  i	  forkant	  av	  fortynning	  (figur	  22):	  
	  Figur	  22,	  viser	  coverage	  av	  prøver	  for	  5	  minutters	  proteolyse	  med	  trypsin	  i	  forkant	  av	  fortynning.	  Resultatene	  er	  illustrert	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  fortynning.	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Resultater,	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  prøve,	  ved	  18	  timers	  trypsinering	  i	  forkant	  av	  fortynning	  (figur	  23):
	  Figur	  23,	  viser	  coverage	  av	  prøver	  for	  18	  timers	  proteolyse	  med	  trypsin	  i	  forkant	  av	  fortynning.	  Resultatene	  er	  illustrert	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  fortynning.	  	  	  For	  begge	  inkuberingstidene,	  spesielt	  5	  minutt,	  ser	  en	  at	  en	  fortynning	  lavere	  enn	  1:10	  gir	  dårligere	  coverage	  og	  sannsynligheten	  for	  identifisering	  av	  riktig	  protein	  minker.	  	  	  	  	  Dette	  eksperimentet	  ble	  videre	  sammenlignet	  med	  prøver	  hvor	  trypsineringen	  skjedde	  i	  etterkant	  av	  fortynning.	  Resultater,	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  prøve,	  ved	  5	  minutters	  trypsinering	  i	  etterkant	  av	  fortynning	  (figur	  24):
	  Figur	  24,	  viser	  coverage	  av	  prøver	  for	  5	  minutters	  proteolyse	  med	  trypsin	  i	  etterkant	  av	  fortynning.	  Resultatene	  er	  illustrert	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  fortynning.	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Resultater,	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  prøve,	  ved	  18	  timers	  trypsinering	  i	  etterkant	  av	  fortynning	  (figur	  25):
	  Figur	  25,	  viser	  coverage	  av	  prøver	  for	  18	  timers	  proteolyse	  med	  trypsin	  i	  etterkant	  av	  fortynning.	  Resultatene	  er	  illustrert	  i	  gjennomsnitt	  av	  to	  paralleller	  per	  fortynning.	  	  	  Fortynningene	  1:10000	  og	  1:1000	  gir	  dårlige	  treff	  på	  proteiner	  og	  usikre	  data.	  	  Det	  er	  trypsinet	  i	  seg	  selv	  som	  gir	  en	  beskjeden	  score	  og	  coverage	  i	  disse	  prøvene.	  1:10	  fortynningen	  gir	  relativt	  god	  coverage	  av	  alle	  de	  11	  proteinene	  (se	  4.1.2	  Standard	  proteinløsning)	  databasesøket	  er	  gjort	  mot.	  	  Resultatene	  indikerer	  at	  en	  er	  i	  stand	  til	  å	  observere	  mer	  proteiner	  i	  ”klipping	  –	  fortynning”	  enn	  ”fortynning	  –	  klipping”	  prøven.	  Det	  skyldes	  muligens	  sannsynligheten	  for	  at	  trypsin	  og	  protein	  interagerer	  blir	  mindre	  i	  de	  fortynnede	  prøvene.	  Dette	  vil	  gjelde	  spesielt	  for	  5	  minutters	  trypsineringen,	  hvor	  sannsynligheten	  for	  interaksjon	  mellom	  enzym	  og	  protein	  er	  betydelig	  redusert	  i	  forhold	  til	  en	  behandlingstid	  på	  18	  timer.	  Disse	  innledende	  forsøkene	  ble	  gjort	  for	  å	  utelukke	  at	  instrumentet	  ville	  være	  en	  feilkilde	  i	  framtidige	  forsøk.	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6.1.2 Effekt av deglykosylering av Fetuin A Som	  en	  innledning	  til	  deglykosylering	  av	  komplekse	  prøver	  ble	  effekten	  av	  enzymet	  PNGase	  F	  målt.	  En	  løsning	  inneholdende	  Fetuin	  A	  alene,	  ble	  behandlet	  med	  PNGase	  F	  i	  forkant	  av	  trypsinering.	  Trypsineringen	  foregikk	  kun	  i	  5	  minutter,	  for	  tidsbesparelse,	  og	  metoden	  på	  LC-­‐MS	  var	  89	  min	  (metode	  A).	  Figur	  26	  viser	  en	  oversikt	  over	  resultatene.	  
	  Figur	  26,	  viser	  oversikt	  over	  gjennomsnittlig	  coverage	  av	  to	  paralleller	  av	  PNGase	  F	  behandlede	  prøver	  vs	  ikke-­‐PNGase	  F	  behandlede	  prøver	  	  Resultatene	  viser	  en	  økning	  i	  coverage	  i	  prøver	  forbehandlet	  med	  PNGaseF	  i	  forhold	  til	  ikke-­‐PNGase	  F	  behandlede	  prøver.	  For	  å	  finne	  årsaksforholdet	  til	  økningen	  i	  coverage,	  ble	  peptidmapene	  til	  Fetuin	  A	  i	  de	  ulike	  prøvene,	  sammenlignet	  (figur	  27).	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  Figur	  27,	  viser	  coveragemap	  av	  henholdsvis	  en	  behandlet	  og	  en	  ubehandlet	  prøve.	  	  	  Peptidmapene	  viser	  at	  det	  er	  deler	  av	  aminosyresekvensen	  som	  er	  grønn	  (identifisert)	  i	  den	  behandlede	  prøven	  og	  ikke	  grønn	  i	  den	  ubehandlede	  (ikke	  identifisert).	  	  Begge	  områdene	  består	  av	  peptider	  som	  inneholder	  asparagin	  med	  kjent	  glykosyleringssete	  (nr.	  99	  og	  156).	  Disse	  peptidene	  vil	  ikke	  bli	  detektert	  når	  de	  er	  glykosylert,	  som	  ut	  fra	  resultatene	  er	  tilfellet	  i	  de	  ubehandlede	  prøvene.	  I	  de	  PNGase	  F	  behandlede	  prøvene	  derimot	  ble	  det	  detektert	  peptider	  som	  alle	  inneholder	  kjente	  glykosyleringsseter:	  RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLAN*CSVR	  KLCPDCPLLAPLN*DSR	  LCPDCPLLAPLN*DSR	  *Viser	  til	  at	  det	  har	  skjedd	  en	  deamidering	  og	  at	  asparagin	  (N)=	  aspartat	  (D)	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Her	  kommer	  bevisføringen	  for	  at	  peptidet	  RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLANCSVR	  hadde	  blitt	  deglykosylert:	  	  1. MS/MS-­‐spekter	  (figur	  28)	  ble	  hentet	  fra	  Proteome	  Discoverer	  som	  bevis	  for	  tilstedeværelse	  av	  peptidet	  i	  prøven.	  
	  Figur	  28,	  MS/MS	  spekter	  av	  RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLANCSVR	  	  Peptidet	  hadde	  en	  monoisotopisk	  masse	  på	  1225,584	  Da,	  og	  ble	  målt	  og	  fragmentert	  i	  sin	  3+	  ladete	  form	  [M+3H]3+	  =	  3674,737	  Da.	  Oversikt	  over	  fragmentionene	  fra	  MS/MS	  spekteret	  som	  ga	  opphav	  til	  identifisering	  av	  peptidet:	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
y4+:	  522,23408	  Da	  y8+:	  918,43499	  Da	  y10+:	  1116,53544	  Da	  y12+:	  1344,64646	  Da	  y242+:	  1379,15157	  Da	  	  
b8+:	  918,43161	  Da	  b10+:	  1160,55828	  Da	  b12+:	  1388,6693	  Da	  b192+:	  1116,50993	  Da	  b202+:	  1166,04414	  Da	  b222+:	  1280,09965	  Da	  b242+:	  1379,14988	  Da	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2. Som	  bevis	  for	  at	  deglykosyleringen	  hadde	  funnet	  sted	  ble	  de	  observerte	  fragmentionene	  sammenlignet	  med	  teoretiske,	  generert	  in-­‐silico.	  	  Figur	  29	  illustrerer	  en	  oversikt	  over	  navnsettingen	  av	  fragmenter	  rundt	  asparaginet	  mottakelig	  for	  N-­‐glykosylering.	  
	  Figur	  29,	  viser	  navnsettingen	  til	  fragmentene,	  hvor	  b-­‐fragmentene	  strekker	  seg	  fra	  N-­‐terminalen	  og	  y-­‐fragmentene	  strekker	  seg	  fra	  C-­‐terminalen,	  og	  asparaginsetet	  mottakelig	  for	  N-­‐glykosylering,	  markert	  med	  blå	  sirkel.	  	  Figur	  30	  sammenligner	  fragmentionene	  y4-­‐y6	  og	  b27-­‐b29	  som	  er	  rundt	  N-­‐glykosyleringssetet	  illustrert	  i	  figur	  29.	  
Figur	  30,	  sammenligning	  av	  fragmentioner	  fra	  henholdsvis	  deglykosylert	  peptid	  og	  teoretisk	  peptid,	  rundt	  N-­‐glykosyleringssetet	  i	  peptidet.	  	   I	  figur	  30	  ser	  en	  et	  masseskift	  fra	  og	  med	  y5+	  og	  b28+	  på	  ca.	  +1	  Da	  (y5:	  637,26	  Da,	  b28:	  3153,49	  Da)	  i	  de	  deglykosylerte	  i	  forhold	  til	  de	  teoretiske	  verdiene	  (markert	  i	  gult	  på	  figur	  30),	  som	  viser	  til	  at	  det	  har	  skjedd	  en	  deglykosylering	  i	  de	  behandlede	  prøvene.	  
RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPL(ANC)SVR	  
	   	   	   	   	  Deglykosylert	  prøve	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
#1	   b⁺	   b²⁺	   b³⁺	   Seq.	   y⁺	   y²⁺	   y³⁺	   #2	  
27	   3038,46644	   1519,73686	   1013,49366	   A	   708,29815	   354,65271	   236,7709	   6	  
28	   3153,49338	   1577,25033	   1051,83598	   N-­‐D	   637,26103	   319,13415	   213,09186	   5	  
29	   3314,50805	   1657,75766	   1105,50753	   C	   522,23408	   261,62068	   174,74954	   4	  
	   	   	   	   	   	   	   	   	  ProteinProspector	  (teoretisk)	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
#1	   b⁺	   b²⁺	   b³⁺	   Seq.	   y⁺	   y²⁺	   y³⁺	   #2	  
27	   3038,4663	   1519,73315	   1013,488767	   A	   707,3141	   354,15705	   236,4380333	   6	  
28	   3152,5092	   1576,7546	   1051,503067	   N	   636,277	   318,6385	   212,759	   5	  
29	   3313,5239	   1657,26195	   1105,174633	   C	   522,2341	   261,61705	   174,7447	   4	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3. Til	  slutt	  ble	  det	  gjort	  en	  sammenligning	  av	  ion	  extract	  på	  massen	  1225,58	  (peptidets	  masse)	  +/-­‐	  0,01	  Da,	  i	  både	  behandlet	  og	  ubehandlet	  prøve,	  for	  å	  se	  om	  massen	  var	  tilstede	  i	  ubehandlet	  prøve.	  	  	  
	  Figur	  31,	  sammenligning	  av	  ion	  extract	  i	  behandlede	  (svart/rød)	  vs.	  ubehandlede	  (grønn/blå)	  prøver.	  	   I	  figur	  31	  ser	  en	  et	  tydelig	  signal	  rundt	  68	  minutt	  fra	  den	  behandlede	  prøven	  som	  er	  fraværende	  i	  den	  ubehandlede	  prøven.	  	  Peptidene	  under	  ble	  i	  alle	  prøvene	  verifisert	  med	  den	  samme	  prosedyren	  som	  over:	  	  KLCPDCPLLAPLNDSR	  LCPDCPLLAPLNDSR	  For	  MS/MS-­‐spektre,	  se	  vedlegg	  3.	  	  Resultatene	  over	  viser	  at	  PNGase	  F	  gir	  en	  økning	  i	  coverage	  av	  Fetuin	  A	  i	  løsning,	  som	  kan	  tilskrives	  deglykosyleringen.	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6.1.3 Effekt av deglykosylering på urinprøver tilsatt Fetuin A Urin	  er	  et	  vesentlig	  mer	  komplekst	  prøvemedium	  enn	  bufferløsning,	  som	  har	  blitt	  benyttet	  i	  tidligere	  forsøk.	  	  Det	  var	  derfor	  ønskelig	  å	  avdekke	  om	  hvorvidt	  et	  komplekst	  prøvemedium	  og	  en	  lengre	  prøveopparbeidelse	  ville	  påvirke	  N-­‐deglykosyleringseffekten	  til	  PNGase	  F.	  	  Til	  dette	  ble	  urinprøver	  spiket	  med	  Fetuin	  A	  og	  prøveopparbeidet	  etter	  protokoll	  for	  urinprøver	  (se	  5.1.1).	  	  Inkuberingen	  foregikk	  både	  i	  5	  minutter	  og	  18	  timer	  og	  på	  grunn	  av	  større	  kompleksitet	  i	  prøven	  ble	  LC-­‐MS	  Metode	  B	  benyttet.	  11	  proteins	  database	  ble	  benyttet	  først	  i	  databehandlingen	  for	  å	  identifisere	  Fetuin	  A.	  	  	  Figur	  32	  viser	  resultatene	  knyttet	  til	  prøver	  behandlet	  i	  5	  minutter	  og	  18	  timer,	  samt	  PNGase	  F	  behandlet/ikke	  PNGase	  F	  behandlet.	  	  Verdiene	  er	  basert	  på	  gjennomsnittet	  av	  to	  LC-­‐MS	  analyser	  per	  prøve,	  av	  to	  prøver	  (4	  analyser)	  utenom	  en	  5	  minutts	  prøve	  som	  ikke	  ble	  tatt	  med	  på	  grunn	  av	  få	  identifiserte	  proteiner	  og	  mulig	  feil	  under	  prøveopparbeidelsen.	  
	  Figur	  32,	  coverage	  Fetuin	  A	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  Resultatene	  i	  figur	  32	  viser	  at	  prøver	  trypsinert	  i	  5	  minutter	  gir	  en	  høyere	  coverage	  enn	  prøver	  trypsinert	  i	  18	  timer.	  Videre	  ser	  man	  at	  prøver	  behandlet	  med	  PNGase	  F	  ga	  en	  høyere	  coverage	  for	  begge	  inkubasjonstidene.	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For	  Fetuin	  A	  ble	  det	  i	  de	  5	  minutts	  inkuberte	  prøvene	  observert	  de	  samme	  N-­‐glykosylerte	  peptidene	  som	  i	  forsøk	  6.1.2:	  Prøve	  LC-­‐MS	  analyse	  1	   	   	  Deglykosylerte	  peptider	  Fetuin	  A	   Retensjonstid	   Xcorr	  RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLANCSVR	   64,81	   4,99	  KLCPDCPLLAPLNDSR	   58,19	   4,8	  LCPDCPLLAPLNDSR	   61,09	   2,57	  	   LC-­‐MS	  analyse	  2	   	   	  Deglykosylerte	  peptider	  Fetuin	  A	   Retensjonstid	   Xcorr	  RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLANCSVR	   65,27	   4,81	  KLCPDCPLLAPLNDSR	   58,43	   4,74	  LCPDCPLLAPLNDSR	   61,49	   3,31	  	  Ut	  i	  fra	  Xcorr	  verdiene	  kan	  det	  tolkes	  at	  identifikasjonen	  av	  peptidene	  ved	  hjelp	  av	  MS/MS	  er	  svært	  sannsynlig.	  Identifiseringen	  for	  deglykosylering	  ble	  foretatt	  på	  samme	  måte	  som	  i	  6.1.2.	  MS/MS-­‐spektre	  for	  disse	  peptidene	  er	  lagt	  som	  vedlegg,	  se	  vedlegg	  3.	  	  I	  18	  timers	  prøvene	  ble	  det	  observert	  en	  høyere	  coverage	  for	  PNGase	  F	  behandlede	  prøver	  vs.	  ikke-­‐PNGase	  F	  behandlede	  prøver,	  men	  ingen	  deglykosylerte	  peptider	  ble	  identifisert	  her.	  Den	  økte	  coveragen	  kan	  muligens	  tilskrives	  deglykosyleringens	  effekter	  på	  fjerning	  av	  glykaner	  som	  gir	  sterisk	  hindring	  for	  klippeseter	  i	  aminosyresekvensen.	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Videre	  i	  forsøket	  ble	  data	  fra	  de	  samme	  prøvene	  søkt	  på	  mot	  en	  human	  database.	  I	  Proteome	  Discoverer	  ble	  det	  observert	  tre	  proteiner	  med	  markant	  høyere	  coverage	  i	  PNGase	  F	  behandlede	  prøver	  versus	  ubehandlede,	  og	  ble	  derfor	  undersøkt	  nærmere.	  	  
P05090 (Apolipoprotein D) 
	  Figur	  33,	  viser	  coverage	  av	  Apolipoprotein	  D	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  For	  proteinet	  Apolipoprotein	  D	  ble	  dette	  deglykosylerte	  peptidet	  identifisert	  i	  prøvene	  under:	  	  
Peptid:	  ADGTVNQIEGEATPVNLTEPAKLEVK	  Prøve	  (2	  LC-­‐MS	  kjøringer)	   Retensjonstid	  (min)	   Xcorr	  5min,PNGaseF,parallel1	   53,56	   4,13	  5min,PNGaseF,parallel2	   53,86	   4,67	   	   	  Prøve1	  (2	  LC-­‐MS	  kjøringer)	  18timer,PNGaseF,parallel1	   53,19	   3,43	  18timer,PNGaseF,parallel2	   53,17	   3,27	  Prøve2	  (2	  LC-­‐MS	  kjøringer)	   	   	  18timer,PNGaseF,parallel1	   53,25	   3,29	  18timer,PNGaseF,parallel2	   52,96	   3,78	  	  Ut	  i	  fra	  Xcorr	  verdiene	  kan	  det	  tolkes	  at	  identifikasjonen	  av	  peptidene	  ved	  hjelp	  av	  MS/MS	  er	  svært	  sannsynlig.	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Identifiseringen	  for	  deglykosylering	  ble	  foretatt	  på	  samme	  måte	  som	  i	  6.1.2.	  MS/MS-­‐spektre	  for	  disse	  peptidene	  er	  lagt	  som	  vedlegg,	  se	  vedlegg	  3.	  	  
E9PNW4 (CD59 glycoprotein) 
	  Figur	  34,	  viser	  coverage	  av	  CD59	  glycoprotein	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  For	  proteinet	  E9PNW4	  ble	  dette	  deglykosylerte	  peptidet	  identifisert	  i	  prøvene	  under:	  
Peptid:	  TAVNCSSDFDACLITK	  Prøve	   	   Retensjonstid	  (min)	   Xcorr	  5min,PNGaseF,parallel1	   54,63	   3,47	  5min,PNGaseF,parallel2	   54,55	   4,62	  	  Ut	  i	  fra	  Xcorr	  verdiene	  kan	  det	  tolkes	  at	  identifikasjonen	  av	  peptidene	  ved	  hjelp	  av	  MS/MS	  er	  svært	  sannsynlig.	  Identifiseringen	  for	  deglykosylering	  ble	  foretatt	  på	  samme	  måte	  som	  i	  6.1.2.	  MS/MS-­‐spektre	  for	  disse	  peptidene	  er	  lagt	  som	  vedlegg,	  se	  vedlegg	  3.	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G3V357 (Ribonuclease pancreatic) 
	  Figur	  35,	  viser	  coverage	  av	  Ribonuclease	  pancreatic	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  For	  proteinet	  Ribonuclease	  pancreatic	  ble	  dette	  deglykosylerte	  peptidet	  identifisert	  i	  prøvene	  under:	   	  
Peptid:	  LTNGSRYPNCAYRTSPK	  Prøve	   	   Retensjonstid	  (min)	   Xcorr	  5min,PNGaseF,parallel1	   35,82	   3,92	  5min,PNGaseF,parallel2	   36,29	   3,25	  	  Ut	  i	  fra	  Xcorr	  verdiene	  kan	  det	  tolkes	  at	  identifikasjonen	  av	  peptidene	  ved	  hjelp	  av	  MS/MS	  er	  svært	  sannsynlig.	  Identifiseringen	  for	  deglykosylering	  ble	  foretatt	  på	  samme	  måte	  som	  i	  6.1.2.	  MS/MS-­‐spektre	  for	  disse	  peptidene	  er	  lagt	  som	  vedlegg,	  se	  vedlegg	  3.	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6.1.4 Deglykosylering av uspikede urinprøver Til	  slutt	  var	  det	  ønskelig	  å	  se	  hvorvidt	  en	  PNGase	  F	  behandling	  ville	  gi	  bedre	  coverage	  av	  N-­‐glykosylerte	  proteiner	  i	  en	  uspiket	  urinprøve.	  Vil	  en	  kunne	  oppnå	  enda	  høyere	  grad	  av	  deglykosylering	  i	  prøvene	  når	  fetuin	  A	  ikke	  er	  tilstede.	  Inkuberingen	  foregikk	  både	  i	  5	  minutter	  og	  18	  timer	  og	  på	  grunn	  av	  stor	  kompleksitet	  i	  prøven	  ble	  LC-­‐MS	  Metode	  B	  benyttet.	  	  	  De	  samme	  endogene	  glykoproteinene	  (Apolipoprotein	  D,	  CD59	  glycoprotein	  og	  Ribonuclease	  pancreatic)	  som	  ble	  observert	  i	  6.1.3	  ble	  observert	  i	  dette	  forsøket	  også.	  Dataene	  er	  basert	  på	  gjennomsnittet	  av	  to	  LC-­‐MS	  analyser	  per	  prøve.	  	  
P05090 (Apolipoprotein D) 
	  Figur	  36,	  viser	  coverage	  av	  Apolipoprotein	  D	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  For	  proteinet	  Apolipoprotein	  D	  ble	  dette	  deglykosylerte	  peptidet	  identifisert	  i	  prøvene	  under:	  
Peptid:	  ADGTVNQIEGEATPVNLTEPAKLEVK	  Prøve	   Retensjonstid	  (min)	   Xcorr	  5min,med	  PNGaseF,parallel1	   51,08	   4,06	  5min,med	  PNGaseF,parallel2	   51,01	   4,69	  18timer,med	  PNGaseF,parallel2	   53,99	   2,91	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Identifiseringen	  ble	  foretatt	  som	  i	  6.1.2.	  Xcorr	  verdiene	  tilsier	  at	  identifiseringen	  av	  peptidene	  ved	  hjelp	  av	  MS/MS	  i	  5	  minutters	  prøvene	  er	  svært	  sannsynlig.	  	  Verdiene	  fra	  18	  timers	  prøven	  kan	  ikke	  tolkes	  med	  like	  stor	  sikkerhet.	  Bidraget	  fra	  mindre	  sterisk	  hindring	  i	  forhold	  til	  klippeseter	  kan	  tenkes	  som	  en	  bidragsfaktor	  til	  høyere	  coverage.	  For	  MS/MS	  spektre,	  se	  vedlegg	  3.	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E9PNW4 (CD59 glycoprotein) 
	  Figur	  37,	  viser	  coverage	  av	  CD59	  glycoprotein	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  Resultatene	  for	  5	  minutts	  prøvene	  er	  dårlige	  og	  helt	  fraværende	  for	  5	  minutts	  prøven	  behandlet	  med	  PNGase	  F.	  Den	  lave	  coveragen	  kan	  skyldes	  feil	  under	  prøveopparbeidelsen,	  høyt	  tilstedeværende	  proteiner	  som	  overskygger	  de	  unike	  peptidene	  for	  dette	  proteinet,	  eventuelt	  dårlig	  score	  på	  enkeltpeptider	  og	  tilfeldigheter	  i	  Proteome	  Discover	  identifiseringen.	  Når	  det	  gjelder	  18	  timers	  prøvene,	  viser	  de	  den	  trenden	  som	  har	  blitt	  sett	  tidligere,	  med	  høyere	  coverage	  av	  PNGase	  F	  behandlede	  prøver.	  Det	  har	  også	  blitt	  identifisert	  et	  deglykosylert	  peptid	  i	  en	  parallell:	  TAVNCSSDFDACLITK	  Prøve	   Retensjonstid	  (min)	   Xcorr	  18timer,PNGaseF,parallel2	   55,89	   3,52	  	  Peptidet	  ble	  identifisert	  som	  i	  6.1.2.	  Xcorr	  score	  verdien	  sier	  at	  identifikasjonen	  ved	  hjelp	  av	  MS/MS	  er	  sannsynlig.	  For	  MS/MS-­‐spekter	  av	  dette	  peptidet,	  se	  vedlegg	  3.	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G3V357 (Ribonuclease pancreatic) 
	  Figur	  38,	  viser	  coverage	  av	  Ribonuclease	  pancreatic	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  Resultatet	  fra	  disse	  prøvene	  viser	  til	  at	  trenden	  med	  høyere	  coverage	  for	  deglykosylerte	  prøver	  også	  gjelder	  her.	  Det	  ble	  derimot	  ikke	  identifisert	  noen	  deglykosylerte	  peptider	  i	  disse	  prøvene,	  så	  bidraget	  til	  økt	  coverage	  kan	  komme	  fra	  bedre	  proteolytiske	  forhold	  for	  trypsin	  (mindre	  sterisk	  hindring).	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I	  de	  samme	  prøvene	  ble	  det	  også	  sett	  på	  coverage	  av	  tilfeldige	  proteiner	  som	  ikke	  har	  kjente	  glykosyleringsseter	  og	  det	  ble	  ikke	  identifisert	  spesifikke	  deglykosylerte	  peptider	  tilhørende	  disse	  proteinene	  heller.	  	  
	  Figur	  39,	  viser	  coverage	  av	  proteinet	  P01834	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  Når	  en	  sammenligner	  18	  timers	  behandlet	  og	  ubehandlet	  prøve,	  kan	  det	  tenkes	  at	  PNGase	  F	  bidrar	  til	  bedre	  proteolytiske	  forhold.	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Figur	  40,	  viser	  coverage	  av	  proteinet	  P12273	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  
	  Figur	  41,	  viser	  coverage	  av	  proteinet	  P10451	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	  	  
	  Figur	  42,	  viser	  coverage	  av	  proteinet	  P02760	  ved	  henholdsvis	  5	  minutt	  og	  18	  timers	  inkubering	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De	  tilfeldige	  proteinene	  gir	  variable	  resultater.	  Dette	  kan	  skyldes	  at	  forsøket	  ble	  utført	  med	  kun	  en	  prøve	  analysert	  i	  to	  paralleller,	  noe	  som	  betyr	  at	  variasjon	  i	  prøveopparbeidelse	  gir	  større	  utslag.	  	  5	  minuttsprøvene	  ga	  dårligere	  resultater	  jevnt	  over	  sammenlignet	  med	  18	  timers	  prøvene,	  noe	  som	  er	  motstridende	  med	  tidligere	  observasjoner,	  hvor	  5	  minuttsprøvene	  bidrar	  til	  totalt	  sett	  bedre	  coverage.	  Undersøkelsen	  av	  hvorvidt	  deglykosyleringen	  uten	  tilstedeværelse	  av	  Fetuin	  A,	  ble	  bedre	  ble	  ikke	  vellykket.	  Forsøket	  burde	  optimalt	  sett	  vært	  repetert	  for	  å	  få	  nye	  data.	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7 Konkulsjon Enzymatisk	  N-­‐deglykosylering	  ved	  hjelp	  av	  PNGase	  F	  ble	  utført	  på	  prøver	  inneholdende	  Fetuin	  A	  i	  løsning,	  urinprøver	  spiket	  med	  Fetuin	  A	  og	  uspikede	  urinprøver.	  	  Når	  en	  sammenlignet	  resultatene	  fra	  disse	  prøvene	  med	  resultater	  fra	  prøver	  ikke	  behandlet	  med	  PNGase	  F,	  viste	  de	  behandlede,	  en	  økning	  i	  coverage	  for	  Fetuin	  A	  og	  enkelte	  glykoproteiner	  (Apolipoprotein	  D,	  CD59	  glycoprotein	  og	  Ribonuclease	  pancreatic)	  som	  naturlig	  forekom	  i	  urinen.	  Den	  økte	  coveragen	  skyldtes	  hovedsakelig	  tilstedeværelsen	  og	  identifiseringen	  av	  N-­‐deglykosylerte	  peptider,	  som	  ikke	  fantes	  i	  de	  ubehandlede	  prøvene.	  	  Det	  kan	  også	  tas	  med	  i	  betraktningen	  at	  N-­‐glykaner	  i	  aminosyresekvensen	  skaper	  sterisk	  hindring	  for	  potensielle	  klippesteder	  for	  trypsin.	  Fjerningen	  av	  disse	  N-­‐glykanene	  vil	  gi	  trypsin	  bedre	  tilgang	  til	  klippesteder	  og	  dermed	  potensielt	  dannelsen	  av	  nye	  peptider,	  som	  bidrar	  til	  sikrere	  identifikasjon	  (økt	  Xcorr	  og/eller	  coverage)	  av	  proteinet.	  	  En	  annen	  gjennomgående	  observasjon,	  med	  små	  avvik,	  er	  at	  coverage	  for	  prøver	  trypsinbehandlet	  i	  5	  minutt	  er	  høyere	  enn	  for	  de	  ved	  18	  timer.	  Den	  økte	  coveragen	  en	  oppnår	  er	  en	  essensiell	  bidragsfaktor	  for	  identifisering	  av	  korrekt	  protein.	  En	  høy	  coverage	  kombinert	  med	  en	  høy	  Xcorr	  score	  øker	  sannsynligheten	  for	  at	  proteinet	  forekommer	  i	  prøven.	  	  Enkelte	  prøver	  og	  analyser	  i	  tilknytning	  til	  denne	  oppgaven	  ga	  få	  treff	  på	  proteiner	  og	  lav	  coverage.	  Noe	  som	  kan	  skyldes	  en	  lang	  prøveopparbeidelse	  og	  flere	  trinn	  hvor	  ting	  kan	  gå	  galt.	  Tross	  dette	  foreligger	  det	  gode	  bevis	  for	  at	  en	  deglykosylering	  har	  funnet	  sted	  og	  at	  den	  bidrar	  til	  en	  økt	  protein-­‐informasjonsmengde.	  En	  kan	  si	  at	  PNGase	  F	  behandling	  i	  forkant	  av	  trypsinering,	  er	  et	  ukomplisert	  tilleggssteg	  som	  krever	  lite	  ekstraarbeid	  og	  resulterer	  i	  bedre	  coverage,	  og	  dermed	  sikrere	  identifisering	  av	  N-­‐glykosylerte	  proteiner	  ved	  en	  bottom-­‐up	  strategi.	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7.1.1 Veien videre En	  gjenganger	  er	  at	  det	  er	  de	  samme	  proteinene,	  som	  for	  eksempel	  humant	  serum	  albumin	  (HSA),	  som	  gir	  høyest	  coverage	  i	  alle	  prøvene.	  Sannsynligheten	  for	  at	  disse	  høyt	  forekommende	  proteinene	  overskygger	  de	  mindre	  forekommende	  er	  stor.	  Ved	  å	  benytte	  en	  prosedyre	  for	  å	  fjerne/redusere	  tilstedeværelsen	  av	  de	  høyt	  forekommende	  proteinene,	  kunne	  det	  gitt	  en	  større	  informasjonsmengde	  av	  andre	  proteiner	  i	  prøvene,	  deriblant	  glykoproteiner.	  	  I	  tillegg	  vil	  en-­‐dimensjonal	  separasjon	  som	  i	  forsøkene	  i	  denne	  oppgaven	  muligens	  ikke	  gi	  tilstrekkelig	  oppløsning	  i	  komplekse	  prøver.	  Informasjonsmengden	  kan	  bli	  større	  ved	  å	  introdusere	  flere	  kromatografiske	  separasjonssteg,	  som	  for	  eksempel	  å	  benytte	  seg	  av	  HILIC-­‐HPLC	  forut	  for	  analysen	  i	  LC-­‐MS.[46]	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Vedlegg / Appendiks 
Vedlegg 1: 
METODE	  A	  
LC-­‐PARAMETERE	  ColumnOven.TempCtrl	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  Off	  	  	  	  	  	  	  	  Column_1.ActiveColumn	  =	  	  	  	  	  	  	  Yes	  	  	  	  	  	  	  	  Column_2.ActiveColumn	  =	  	  	  	  	  	  	  No	  	  	  	  	  	  	  	  Column_3.ActiveColumn	  =	  	  	  	  	  	  	  No	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.TempCtrl	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  On	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Pressure.LowerLimit	  =0	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Pressure.UpperLimit	  =500	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.MaximumFlowRampDown	  =9.998	  [ml/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.MaximumFlowRampUp	  =6.000	  [ml/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Pressure.LowerLimit	  =0	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Pressure.UpperLimit	  =344	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MasterPressure.LowerLimit	  =	  	  	  0	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MasterPressure.UpperLimit	  =	  	  	  464	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.MaximumFlowRampDown	  =0.306	  [µl/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.MaximumFlowRampUp	  =	  0.306	  [µl/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.%A.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  "5%	  ACN	  20mM	  FA"	  	  	  	  	  	  	  	  %B.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "95%	  ACN	  20mM	  FA"	  	  	  	  	  	  	  	  %C.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "%C"	  	  	  	  	  	  	  	  %D.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "%D"	  	  	  	  	  	  	  	  DrawSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  5.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  DrawDelay	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3000	  [ms]	  	  	  	  	  	  	  	  DispSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  20.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  DispenseDelay	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0	  [ms]	  	  	  	  	  	  	  	  WasteSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  32.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  SampleHeight	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.000	  [mm]	  	  	  	  	  	  	  	  InjectWash	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Both	  	  	  	  	  	  	  	  WashVolume	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  300.000	  [µl]	  	  	  	  	  	  	  	  WashSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  25.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  LoopWashFactor	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.000	  	  	  	  	  	  	  	  PunctureOffset	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [mm]	  	  	  	  	  	  	  	  PumpDevice	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "LoadingPump"	  	  	  	  	  	  	  	  InjectMode	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Normal	  	  	  	  	  	  	  	  SyncWithPump	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Off	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump_Pressure.Step	  =	  	  	  Auto	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump_Pressure.Average	  =Off	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.Step	  =Auto	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.Average	  =On	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.Step	  =	  	  Auto	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.Average	  =On	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.Step	  =Auto	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.Average	  =On	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  ValveLeft	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1_2	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.Temperature.Nominal	  =	  4.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.Temperature.LowerLimit	  =4.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.Temperature.UpperLimit	  =45.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.ReadyTempDelta	  =	  	  	  	  	  	  3.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.010	  [ml/min]	  	  	  0.000	  Wait	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Ready	  and	  ColumnOven.Ready	  and	  Sampler.Ready	  and	  PumpModule.Ready	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ReadyToRun	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Wait	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  StartRun	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  Wait	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Ready	  and	  ColumnOven.Ready	  and	  Sampler.Ready	  and	  PumpModule.Ready	  	  	  	  	  	  	  	  Inject	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump_Pressure.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  InjectResponse	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  	  	  	  	  	  	  Relay_4.State	  On	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  0.100	  Relay_4.State	  off	  	  	  4.000	  ValveLeft	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  10_1	  	  60.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  50.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  61.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  100.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  64.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  100.0	  [%]	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64.100	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  74.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  75.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.400	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  85.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.400	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  ValveLeft	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1_2	  	  86.000	  LoadingPump_Pressure.AcqOff	  	  86.000	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.AcqOff	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.AcqOff	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.AcqOff	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  89.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  InjectResponse	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  End	  	  
MS-­‐PARAMETERE	  Creator:	  LTQ	  OT	  Discovery	  Last	  modified:	  9/30/2014	  by	  LTQ	  OT	  Discovery	  	  MS	  Run	  Time	  (min):	  87.00	  	  Sequence	  override	  of	  method	  parameters	  not	  enabled.	  	  Divert	  Valve:	  	  not	  used	  during	  run	  	  Contact	  Closure:	  	  not	  used	  during	  run	  	  Syringe	  Pump:	  	  not	  used	  during	  run	  	  MS	  Detector	  Settings:	  	  Real-­‐time	  modifications	  to	  method	  disabled	  	  Stepped	  collision	  energy	  not	  enabled	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  Additional	  Microscans:	  	  	  	  	  	  	  	  MS2	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS3	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS4	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS5	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS6	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS7	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS8	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS9	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS10	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  Segment	  1	  Information	  	  Duration	  (min):	  	  	  	  	  	  	  	  87.00	  Number	  of	  Scan	  Events:	  7	  Tune	  Method:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2013_w35_Audun	  	  Scan	  Event	  Details:	  	  1:	  	  FTMS	  +	  p	  norm	  !corona	  !pi	  res=30000	  o(300.0-­‐2000.0)	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  2:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  Most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  3:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  2nd	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  4:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  3rd	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  5:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  4th	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	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  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  6:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  5th	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  7:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  6th	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  Data	  Dependent	  Settings:	  	  	  	  	  	  	  	  Use	  separate	  polarity	  settings	  disabled	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (none)	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  MS	  Mass	  	  	  	  Name	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  355.07000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  371.10000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  391.28000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  429.09000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  445.12000	  	  	  	  polysiloxane	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  462.14000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  503.11000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  519.14000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  536.16000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  593.16000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  610.18000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  (none)	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (none)	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  loss	  in	  top:	  	  	  	  	  	  	  	  	  3	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  in	  top:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3	  	  	  	  	  	  	  	  Most	  intense	  if	  no	  parent	  masses	  found	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Add/subtract	  mass	  not	  enabled	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  FT	  master	  scan	  preview	  mode	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Charge	  state	  screening	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Monoisotopic	  precursor	  selection	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Non-­‐peptide	  monoisotopic	  recognition	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Charge	  state	  rejection	  not	  enabled	  	  	  Global	  Data	  Dependent	  Settings:	  	  	  	  	  	  	  	  Use	  global	  parent	  and	  reject	  mass	  lists	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Exclude	  parent	  mass	  from	  data	  dependent	  selection	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  low	  (ppm):	  	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  high	  (ppm):	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  mass	  width	  low:	  	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  mass	  width	  high:	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  mass	  width	  relative	  to	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  mass	  width	  relative	  to	  low	  (ppm):	  	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  mass	  width	  relative	  to	  high	  (ppm):	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Zoom/UltraZoom	  scan	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Zoom/UltraZoom	  scan	  mass	  width	  low:	  	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  Zoom/UltraZoom	  scan	  mass	  width	  high:	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  FT	  SIM	  scan	  mass	  width	  low:	  	  	  	  	  	  	  	  	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  FT	  SIM	  scan	  mass	  width	  high:	  	  	  	  	  	  	  	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  candidates	  processed	  by	  decreasing	  intensity	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  mass	  width	  low:	  	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  mass	  width	  high:	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  candidates	  processed	  by	  decreasing	  intensity	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  mass	  width	  low:	  	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  mass	  width	  high:	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  MS	  mass	  range:	  	  0.00-­‐1000000.00	  	  	  	  	  	  	  	  MSn	  mass	  range	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  MSn	  mass	  range:	  	  0.00-­‐1000000.00	  	  	  	  	  	  	  	  Use	  m/z	  values	  as	  masses	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Analog	  UV	  data	  dep.	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Dynamic	  exclusion	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Repeat	  Count:	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Repeat	  Duration:	  	  	  	  	  	  30.00	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  List	  Size:	  	  500	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  Duration:	  	  	  15.00	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  low	  (ppm):	  	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  high	  (ppm):	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Expiration:	  	  	  disabled	  	  	  	  	  	  	  	  Isotopic	  data	  dependence	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Mass	  Tags	  data	  dependence	  not	  enabled	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  Custom	  Data	  Dependent	  Settings:	  	  	  	  	  	  	  	  Not	  enabled	  	  
Vedlegg 2: 
METODE	  B	  
LC-­‐PARAMETERE	  	  ColumnOven.TempCtrl	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  Off	  	  	  	  	  	  	  	  Column_1.ActiveColumn	  =	  	  	  	  	  	  	  Yes	  	  	  	  	  	  	  	  Column_2.ActiveColumn	  =	  	  	  	  	  	  	  No	  	  	  	  	  	  	  	  Column_3.ActiveColumn	  =	  	  	  	  	  	  	  No	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.TempCtrl	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  On	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Pressure.LowerLimit	  =0	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Pressure.UpperLimit	  =500	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.MaximumFlowRampDown	  =9.998	  [ml/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.MaximumFlowRampUp	  =6.000	  [ml/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Pressure.LowerLimit	  =0	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Pressure.UpperLimit	  =344	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MasterPressure.LowerLimit	  =	  	  	  0	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MasterPressure.UpperLimit	  =	  	  	  464	  [bar]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.MaximumFlowRampDown	  =0.306	  [µl/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.MaximumFlowRampUp	  =	  0.306	  [µl/min²]	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.%A.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  "5%	  ACN	  20mM	  FA"	  	  	  	  	  	  	  	  %B.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "95%	  ACN	  20mM	  FA"	  	  	  	  	  	  	  	  %C.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "%C"	  	  	  	  	  	  	  	  %D.Equate	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "%D"	  	  	  	  	  	  	  	  DrawSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  5.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  DrawDelay	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3000	  [ms]	  	  	  	  	  	  	  	  DispSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  20.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  DispenseDelay	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0	  [ms]	  	  	  	  	  	  	  	  WasteSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  32.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  SampleHeight	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.000	  [mm]	  	  	  	  	  	  	  	  InjectWash	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Both	  	  	  	  	  	  	  	  WashVolume	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  300.000	  [µl]	  	  	  	  	  	  	  	  WashSpeed	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  25.000	  [µl/s]	  	  	  	  	  	  	  	  LoopWashFactor	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.000	  	  	  	  	  	  	  	  PunctureOffset	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [mm]	  	  	  	  	  	  	  	  PumpDevice	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  "LoadingPump"	  	  	  	  	  	  	  	  InjectMode	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Normal	  	  	  	  	  	  	  	  SyncWithPump	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Off	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump_Pressure.Step	  =	  	  	  Auto	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump_Pressure.Average	  =Off	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.Step	  =Auto	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.Average	  =On	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.Step	  =	  	  Auto	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.Average	  =On	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.Step	  =Auto	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  MicroPump_MasterPressure.Average	  =On	  	  	  	  	  	  	  	  ValveLeft	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1_2	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.Temperature.Nominal	  =	  4.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.Temperature.LowerLimit	  =4.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.Temperature.UpperLimit	  =45.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  Sampler.ReadyTempDelta	  =	  	  	  	  	  	  3.0	  [°C]	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.010	  [ml/min]	  	  	  0.000	  Wait	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Ready	  and	  ColumnOven.Ready	  and	  Sampler.Ready	  and	  PumpModule.Ready	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ReadyToRun	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Wait	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  StartRun	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  Wait	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump.Ready	  and	  ColumnOven.Ready	  and	  Sampler.Ready	  and	  PumpModule.Ready	  	  	  	  	  	  	  	  Inject	  	  	  	  	  	  	  	  LoadingPump_Pressure.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.AcqOn	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Relay_4.State	  On	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  0.100	  Relay_4.State	  off	  	  	  4.000	  ValveLeft	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  10_1	  	  80.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  80.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  81.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  100.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  84.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  100.0	  [%]	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84.100	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  94.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  95.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.400	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  95.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.400	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  ValveLeft	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1_2	  	  96.000	  LoadingPump_Pressure.AcqOff	  	  96.000	  ColumnOven_FC_BridgeFlow.AcqOff	  	  	  	  	  	  	  	  ColumnOven_FC_Stepper.AcqOff	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump_MasterPressure.AcqOff	  	  	  	  	  	  	  	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  109.000	  MicroPump.Flow	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.300	  [µl/min]	  	  	  	  	  	  	  	  %B	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %C	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  %D	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  [%]	  	  	  	  	  	  	  	  InjectResponse	  =	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  End	  	  
MS-­‐PARAMETERE	  Creator:	  LTQ	  OT	  Discovery	  Last	  modified:	  9/30/2014	  by	  LTQ	  OT	  Discovery	  	  MS	  Run	  Time	  (min):	  109.00	  	  Sequence	  override	  of	  method	  parameters	  not	  enabled.	  	  Divert	  Valve:	  	  not	  used	  during	  run	  	  Contact	  Closure:	  	  not	  used	  during	  run	  	  Syringe	  Pump:	  	  not	  used	  during	  run	  	  MS	  Detector	  Settings:	  	  Real-­‐time	  modifications	  to	  method	  disabled	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Stepped	  collision	  energy	  not	  enabled	  	  Additional	  Microscans:	  	  	  	  	  	  	  	  MS2	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS3	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS4	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS5	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS6	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS7	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS8	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS9	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  MS10	  	  	  	  0	  	  	  	  	  	  	  	  0	  	  Segment	  1	  Information	  	  Duration	  (min):	  	  	  	  	  	  	  	  109.00	  Number	  of	  Scan	  Events:	  7	  Tune	  Method:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  290513_siriH	  	  Scan	  Event	  Details:	  	  1:	  	  FTMS	  +	  p	  norm	  !corona	  !pi	  res=30000	  o(300.0-­‐2000.0)	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  2:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  Most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  3:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  2nd	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  4:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  3rd	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	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  5:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  4th	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  6:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  5th	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  7:	  	  ITMS	  +	  c	  norm	  !corona	  !pi	  Dep	  Wideband	  MS/MS	  6th	  most	  intense	  ion	  from	  (1)	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Type:	  	  	  	  	  	  	  	  	  CID	  	  	  	  	  	  	  	  Min.	  Signal	  Required:	  	  	  	  500.0	  	  	  	  	  	  	  	  Isolation	  Width:	  	  	  	  	  	  	  	  	  2.00	  	  	  	  	  	  	  	  Normalized	  Coll.	  Energy:	  35.0	  	  	  	  	  	  	  	  Default	  Charge	  State:	  	  	  	  2	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Q:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.250	  	  	  	  	  	  	  	  Activation	  Time:	  	  	  	  	  	  	  	  	  30.000	  	  	  	  	  	  	  	  CV	  =	  0.0V	  	  Data	  Dependent	  Settings:	  	  	  	  	  	  	  	  Use	  separate	  polarity	  settings	  disabled	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (none)	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  MS	  Mass	  	  	  	  Name	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  355.07000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  371.10000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  391.28000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  429.09000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  445.12000	  	  	  	  polysiloxane	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  462.14000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  503.11000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  519.14000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  536.16000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  593.16000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  610.18000	  	  	  	  ambient	  air	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  (none)	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  Mass	  List:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (none)	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  loss	  in	  top:	  	  	  	  	  	  	  	  	  3	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  in	  top:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3	  	  	  	  	  	  	  	  Most	  intense	  if	  no	  parent	  masses	  found	  not	  enabled	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  Add/subtract	  mass	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  FT	  master	  scan	  preview	  mode	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Charge	  state	  screening	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Monoisotopic	  precursor	  selection	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Non-­‐peptide	  monoisotopic	  recognition	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Charge	  state	  rejection	  not	  enabled	  	  	  Global	  Data	  Dependent	  Settings:	  	  	  	  	  	  	  	  Use	  global	  parent	  and	  reject	  mass	  lists	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Exclude	  parent	  mass	  from	  data	  dependent	  selection	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  low	  (ppm):	  	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  high	  (ppm):	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  mass	  width	  low:	  	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Parent	  mass	  width	  high:	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  mass	  width	  relative	  to	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  mass	  width	  relative	  to	  low	  (ppm):	  	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Reject	  mass	  width	  relative	  to	  high	  (ppm):	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  Zoom/UltraZoom	  scan	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Zoom/UltraZoom	  scan	  mass	  width	  low:	  	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  Zoom/UltraZoom	  scan	  mass	  width	  high:	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  FT	  SIM	  scan	  mass	  width	  low:	  	  	  	  	  	  	  	  	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  FT	  SIM	  scan	  mass	  width	  high:	  	  	  	  	  	  	  	  5.00	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  candidates	  processed	  by	  decreasing	  intensity	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  mass	  width	  low:	  	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Neutral	  Loss	  mass	  width	  high:	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  candidates	  processed	  by	  decreasing	  intensity	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  mass	  width	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  mass	  width	  low:	  	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  Product	  mass	  width	  high:	  0.50000	  	  	  	  	  	  	  	  MS	  mass	  range:	  	  0.00-­‐1000000.00	  	  	  	  	  	  	  	  MSn	  mass	  range	  by	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  MSn	  mass	  range:	  	  0.00-­‐1000000.00	  	  	  	  	  	  	  	  Use	  m/z	  values	  as	  masses	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Analog	  UV	  data	  dep.	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Dynamic	  exclusion	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Repeat	  Count:	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Repeat	  Duration:	  	  	  	  	  	  30.00	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  List	  Size:	  	  500	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  Duration:	  	  	  15.00	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  mass	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  low	  (ppm):	  	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Exclusion	  mass	  width	  relative	  to	  high	  (ppm):	  10.000	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Expiration:	  	  	  disabled	  	  	  	  	  	  	  	  Isotopic	  data	  dependence	  not	  enabled	  	  	  	  	  	  	  	  Mass	  Tags	  data	  dependence	  not	  enabled	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  Custom	  Data	  Dependent	  Settings:	  	  	  	  	  	  	  	  Not	  enabled	  	  
Vedlegg 3: 
MS/MS spekter: 
Sortert etter peptid 
Peptid: KLCPDCPLLAPLNDSR 
Prøver tilknyttet 6.1.2 Fetuin A 
 
 
Prøver tilknyttet 6.1.3 urin med Fetuin A 
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Peptid: LCPDCPLLAPLNDSR 
Prøver tilknyttet 6.1.2 Fetuin A  
 
 
Prøver tilknyttet 6.1.3 urinprøver med Fetuin A 
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Peptid: RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLANCSVR 
Prøver tilknyttet 6.1.2 Fetuin A 
 
Prøver tilknyttet 6.1.3 urinprøver med Fetuin A 
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P05090 
Peptid: ADGTVNQIEGEATPVNLTEPAKLEVK 
Prøver tilknyttet 6.1.3 urinprøver med Fetuin A 
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Prøver tilknyttet 6.1.4 uspikede urinprøver 
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E9PNW4 
Peptid: TAVNCSSDFDACLITK 
Prøver tilknyttet 6.1.3 urinprøver med Fetuin A 
 
 
Prøver tilknyttet 6.1.4 uspikede urinprøver 
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G3V357 
LTNGSRYPNCAYRTSPK 
Prøver tilknyttet 6.1.3 urinprøver med Fetuin A 
 
 
 
